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Parmi les différents mécanismes de défense des plantes, on compte notamment la Effector-
Triggered immunity (ETI) qui repose sur l’activation de protéines de résistance, les NB-LRR 
(Nucleotide-Binding Leucine-Rich-repeat). Plusieurs études tentant de caractériser cette 
réponse immunitaire en ont conclu suite à des analyses transcriptomiques, qu’elle était 
qualitativement similaire à la première étape de défense. Cette première étape repose sur la 
reconnaissance de motifs moléculaires associés aux agents pathogènes (Pattern-triggered 
immunity). Très récemment, suite à l’analyse du traductome d’A. thaliana après induction de 
la ETI, de nombreux gènes avec une efficacité de traduction découplée de leur transcription 
ont été identifiés. Ainsi, de nouveaux acteurs de la réponse de défense enclenchée par 
l’activation d’une protéine NB-LRR ont été identifiés, certains d’entre eux étant inhibés au 
niveau de la traduction et d’autres induits au niveau post-transcriptionnel. Parmi ces candidats, 
certains sont connue pour être impliquée dans la résistance aux stress abiotiques et biotiques, 
tel que Redox Responsive Transcription Factor 1 (RRTF1), Phosphorylcholine 
Cytidylyltransferase 2 (CCT2) ou encore Pentatricopeptide repeat protein for Germination on 
NaCl (PGN). D’autres ont fait l’objet de nombreuses études comme c’est le cas de Target Of 
Rapamycin (TOR), BIG, ou CBL-interacting protein kinase 5 (CIPK5) mais n’ont jusqu’à 
maintenant jamais été mis en lien avec la résistance des végétaux. Enfin, un petit nombre 
d’entre eux, dont AT1G07280 renommé ici TPR (Tetratricopeptide repeat-like), n’ont encore 
jamais été caractérisés. Afin de mieux comprendre le rôle de ces protéines dans la réponse de 
défense des plantes, la susceptibilité de lignées transgéniques knock out pour les gènes 
candidats, suite à l’infection par différents agents pathogènes, a été testée. Trois pathosystèmes 
ont été utilisés, comprenant la plante modèle Arabidopsis thaliana, et les agents pathogènes 
Pto DC3000 (avirulent ou virulent), H. a. et PlAMV dans chacun des systèmes. Ainsi, en accord 
avec les données du traductome de défense de la plante modèle, des régulateurs négatifs (TOR, 
CIPK5 et CIPK25) et positifs (BIG, CCT2, RRTF1) du système de défense basal et de type 
NB-LRR d’A. thaliana ont été identifiés. De plus, deux des candidats régulés au niveau de la 
traduction durant la ETI, ne semblent avoir un impact significatif que sur la PTI : LEA et TPR. 
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Par la suite, à travers le clonage de la région transcrite, mais non traduite (UTR) de certains 
gènes candidats, nous avons tenté de caractériser le ou les mécanismes responsables de la 
régulation de leur traduction. Enfin, dans le but de déterminer si ce phénomène de régulation 
traductionnelle est conservé chez différentes espèces végétales, nous avons étudié l’expression 
de BIG, TOR et CIPK5 après activation d’une protéine NB-LRR chez N. benthamiana. Même 
si les deux derniers volets de ce projet n’ont pas abouti à des résultats concluants, les 
nombreuses analyses menées ici ont permis de confirmer l’implication de plusieurs gènes 
candidats dans la résistance des plantes. De plus, cette étude a aussi permis d’identifier la 
reprogrammation de la traduction comme étant une étape clé à l’établissement d’une réponse 
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1.1 La problématique des agents phytopathogènes 
Un agent phytopathogène est un microorganisme susceptible d’infecter des végétaux et de 
causer des maladies nuisibles aux plants. Une infection, lorsqu’accomplie, se présente sur la 
forme de symptômes qui peuvent affecter les différents organes de la plante. L’infection 
fructueuse de plants cultivés mène toujours à des conséquences importantes, soit la diminution 
du rendement, ou même la perte totale d’une récolte. 
Ces agents nuisibles ne représentent pas un problème récent. En effet, voilà maintenant 
plusieurs années que ces agents pathogènes causent des dommages conséquents au monde de 
l’agriculture. Le chancre bactérien de la tomate par exemple est causé par Pseudomonas 
syringae pv. tomato et représente un problème économique mondial depuis le milieu des 
années 1970 (Agrios, 2005). Les tâches et brûlures de céréales et herbes causées par 
Pseudomonas et Xanthomonas, ou encore la gale commune de la pomme de terre causée par 
Streptomyces scabies sont de très bons exemples de maladies d’origines bactériennes ayant de 
graves conséquences sur la culture de leurs hôtes (Agrios, 2005). Les bactéries ne sont pas les 
seuls microorganismes capables de provoquer des symptômes chez leurs hôtes d’origine 
végétale. Beaucoup de maladies d’origine virale ont été identifiées au cours des années. Le 
virus de la mosaïque du tabac par exemple est connu pour avoir un spectre d’hôte assez large, 
dont le tabac et d’autres Solanacées et pour causer des dégâts de grande importance 
économique (Agrios, 2005).   
Les végétaux sont à la base de l’alimentation humaine et leur culture est un acteur économique 
important de toute société actuelle. Le Canada fait partie des plus grands exportateurs 
mondiaux de denrées agricoles et génère plus de 37 milliards de dollars US par année (FAO, 
2016, Focus : Agriculture de conservation). À chaque espèce cultivée on dénombre 200 à 500 
organismes nuisibles (virus, champignons et bactéries) dont les dégâts économiques causés 
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s'élèvent à des milliards de dollars par année dans le monde entier (FAO, 2016, Focus : 
Agriculture de conservation). Avec une population mondiale grandissante, il devient 
primordial de trouver une solution durable au danger que représentent ces microorganismes.  
Il existe déjà de nombreuses méthodes pour lutter contre ce fléau. L’une des plus utilisées est 
le traitement aux pesticides, et autres produits chimiques. Cependant, au cours des dernières 
années, de nombreux scientifiques se sont penchés sur l’étude du métabolisme végétal, plus 
précisément sur tous les mécanismes naturels de défense des plantes. Ces études ont pour but 
d’identifier les processus de reconnaissance de l’agent pathogène par la plante, les molécules 
de signalisation impliquées dans la résistance de l’hôte et finalement, comment les plantes 
éliminent les agents pathogènes. L’idée est de se concentrer sur les capacités de défense des 
plantes plutôt que sur la diminution de la population d’agents phytopathogènes. C’est ainsi 
que, grâce à des techniques d’analyses génétiques, génomiques et d’expression génique, de 
nombreux gènes impliqués dans la résistance des plantes ont été identifiés. Ces avancées ont 
permi une meilleure compréhension des voies de défenses des végétaux, tout ça dans le but de 
contribuer à la lutte contre les agents phytopathogènes.  
 
1.2 L’immunité végétale 
Pour persister dans un environnement hostile, les plantes ont développé un système de défense 
efficace contre différents agents pathogènes. Ce système peut être divisé en plusieurs étapes, 
la première est caractérisée par la détection de motifs moléculaires conservés associés aux 
pathogènes (PAMP, Pathogen Associated Molecular Patterns). La reconnaissance des PAMP 
par des récepteurs (PRR, Pattern Recognition Receptors) situés à la surface des cellules 
végétales, induit la production de dérivés réactifs de l’oxygène (ROS), ainsi qu’à d’autres 
phénomènes menant à la production de composés antimicrobiens, de dépôts de callose, etc. 
(Asai et al., 2002; Lee et al., 2015). Toutes ces réactions constituent la réponse de défense 
basale des plantes; la PTI (PAMP- triggered immunity) (Bigeard et al., 2015). Au cours de 
l’évolution, certains microorganismes ont acquis la capacité de passer outre le système basal 
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de défense. En effet, les agents pathogènes spécialisés sécrètent des protéines capables 
d’inhiber l’effet de cette première barrière. Ces protéines portent plusieurs noms, « facteurs 
d’avirulence » lorsqu’elles sont reconnues par des protéines de résistance de l’hôte, 
« effecteurs », ou « effecteurs de type trois » lorsque sécrétées à travers un système de sécrétion 
de type III (T3SS). Ces derniers sont libérés dans le cytosol de la cellule hôte et agissent à 
différents niveaux pour minimiser l’effet de la PTI. Un des agents phytopathogènes bactériens 
les plus caractérisés est probablement Pseudomonas syringae pv tomato DC3000 (Pto 
DC3000). Cette bactérie est un pathogène naturel de la tomate, du soya et du haricot (Keen, 
1990), mais est capable d’infecter Arabidopsis thaliana (A. thaliana) en laboratoire. Pto 
DC3000 est un dérivé résistant à la rifampicine de Pto DC52 (Cuppels, 1986) et il est 
maintenant établi que ce dernier est capable de sécréter des effecteurs à travers un système de 
sécrétion de type III (Xin et He, 2013). Le pathosystème A. thaliana-Pto DC3000 a ainsi permis 
l’identification de nombreux effecteurs de type III dont AvrPto, AvrPtoB, HopF2, AvrB, 
AvrRpm1, AvrRpt2, etc. Comme la plupart des bactéries phytopathogènes, Pto DC3000 
profite d’une blessure ou même de l’ouverture de stomates pour infecter son hôte et se 
multiplier dans l’apoplaste (Figure 1.1). D’autres microorganismes comme les champignons 
se propagent par le biais du prolongement d’un hyphe. L’évolution a aussi joué du côté 
opposé : les plantes aussi ont développé la capacité d’exprimer des protéines qui ciblent 
spécifiquement les protéines pathogéniques pour inhiber leur activité. Ces protéines, aussi 
appelées NB-LRR (Nucleotide-Binding, Leucine-Rich Repeat), sont encodées par des gènes de 
résistance (Figure 1.2). En réponse à la présence d’effecteurs relâchés par Pto DC3000, A. 
thaliana active une ou plusieurs protéines NB-LRR de manière spécifique à l’effecteur. Par 
exemple, AvrRpm1 et AvrRpt2 sont respectivement reconnus par les protéines de résistances; 
RPM1 et RPS2 (Gao et al., 2011; Kim et al., 2005). Leur activation enclenche une seconde 
barrière de défense qualitativement similaire à la PTI, mais plus rapide, plus intense et in fine 
plus efficace. Ce deuxième mécanisme de défense est nommé la ETI (Effector-triggered 
immunity) et résulte souvent en une mort cellulaire localisée (Hypersensitive Response; HR) 




Figure 1.1 : Diagramme du cycle d’infection de Pseudomonas syringae (Tirée de Xin et He 2013) 
(a) Feuilles de plant en santé. (b) Agglomérat de bactéries à la surface des feuilles. (c) Bactéries qui 
pénètrent dans la plante à travers des stomates. (d) Accumulation des bactéries dans l’apoplasme. (e) 
Chlorose associé à l’infection par Pseudomonas syringae.   
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1.2.1 Le système de défense basal des plantes  
Comme décrit plus tôt, le système de défense basal des plantes repose sur la détection de 
signaux extérieurs à la cellule. Lesdits signaux se présentent sous la forme de motifs conservés 
et associés aux pathogènes. Ces derniers sont reconnus par des récepteurs de surface de natures 
variées, et enclenchent l’expression de gènes de résistances, la production de composés nocifs 
Figure 1.2 : Le principe d’immunité végétale ( Tirée de Dodds et Rathjen, 2010). La première étape 
de défense est caractérisée par la détection de molécules libérées par les agents pathogènes dans les 
espaces extracellulaires, tels que les lipopolysaccharides, la flagelline et la chitine (PAMP), sont 
reconnues par les récepteurs de reconnaissance de formes de surface cellulaire (PRR) et déclenchent 
l'immunité médiée par les PAMP (PTI). Les PRR interagissent parfois avec des régulateurs de type 
kinase comme Brassinosteroid Insensitive 1-Associated Kinase 1 (BAK1) pour initier la PTI. Ces agents 
pathogènes peuvent être capables de sécréter des effecteurs dans la cellule hôte, soit à travers un système 
de sécrétion de type 3 (T3SS) dans le cas de bactéries, soit à travers un haustorium dans le cas 
d’oomycètes. Ces effecteurs ont pour but d’inhiber la PTI, mais peuvent dans certains cas être reconnus 
par des protéines de résistance de la plante, les protéines NB-LRR et induire la deuxième réponse de 




aux microorganismes, le déploiement d’une barrière physique, etc (Figure 1.2). Ce phénomène 
est couramment appelé la PTI.  
 
1.2.1.1 Premier contact avec le pathogène : Les PRR 
La première étape du système de défense basal est la détection du pathogène à travers les 
PAMP. Cette reconnaissance passe par des récepteurs situés à la surface de la cellule hôte, les 
PRR qui peuvent être classés en fonction de leur nature. Certains d’entre eux possèdent une 
activité kinase, et d’autres ne sont que des protéines de type récepteur (Receptor Like Protein, 
RPL). La structure des PRR est assez conservée, ils possèdent un ectodomaine qui permet la 
liaison au ligand, un domaine transmembranaire et un domaine kinase cytoplasmique pour les 
PRR de type kinase (Couto et  Zipfel, 2016). Le domaine kinase sert à transmettre la perception 
du ligand et à enclencher la signalisation intracellulaire. Les RPL ne disposant pas d’activité 
kinase, s’associent avec des régulateurs de type kinase pour transmettre le signal (Gust et Felix, 
2014). La nature de l’ectodomaine varie : pour la plupart il est composé d’une région LRR 
((LRR)-PRR), mais il est aussi possible d’en retrouver de type lectine, ou encore avec un motif 
lysine (LysM) (Figure 1.3), ou ressemblant à un facteur de croissance épidermique (Epidermal 
Growth Factor-like, EGF). Parmi les (LRR)-PRR d’A. thaliana on compte notamment FLS2, 
qui reconnait la flagelline bactérienne flg22. Afin d’induire la PTI, FLS2 interagit avec BAK1 
(Bri1-Associated Receptor Kinase 1, aussi connu sur le nom de SERK3) et des kinases de la 
famille des SERK (Somatic Embryogenesis Receptor Kinases) (Chinchilla et al., 2007; Heese 
et al., 2007; Sun et al., 2013). En état latent, FLS2 s’associe avec un régulateur cytoplasmique 
de type kinase (RLCK), BICK1 (Botrytis-Induced Kinase 1) (Figure 1.3). Après détection de 
flg22, FLS2 s’associe avec BAK1 et phosphoryle BIK1, qui phosphoryle à son tour FLS2 et 
BAK1 avant de se dissocier du complexe FLS2/BAK1 (Lu et al., 2010; Zhang et al., 2010). A. 
thaliana possède d’autres (LRR)-PRR, tel que le Récepteur EF-TU (EFR) et le Récepteur PEP 
1 (PEPR1) qui reconnaissent respectivement l’épitope elf18 ou elf26 du Facteur d’Élongation 
TU (EF-Tu) (Figure1.3) (Albert et Felix, 2010; Zipfel, 2014; Zipfel et al., 2006), et AtPep1 
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(Zipfel, 2014). Comme FLS2, ces deux (LRR)-PRR sont associés à BAK1 et à BIK1 (Lu et 
al., 2010;  Zhang et al., 2010).  
 
Un dernier exemple intéressant serait celui de LYK5 un LysM avec récepteur de type kinase 
5. LYK5 ainsi que CERK1 (Chitin Elicitor Receptor Kinase 1), reconnaissent la chitine, 
constituant de la paroi des cellules fongiques. LYK5 et CERK1 forment un complexe 
Figure 1.3: Détection de PAMP par des PRR chez A. thaliana (Adaptée de Couto et Cyril 2016). 
Les PRR sont responsables de la détection de PAMP dans le but d’induire la PTI. Ces récepteurs sont 
généralement composés d’un domaine kinase cytosolique, un domaine transmenbranaire et d’un 
ectodomaine extracellulaire de type LRR, comme c’est le cas pour FLS2, EFR et PEPR1 qui 
reconnaissent respectivement les PAMP, flg22,  EF-TU et AtPep1. Ces PRR interagissent avec un 
récepteur de type kinase BAK1. Cependant, il est possible de retrouver des PRR avec un ectodomaine 
avec un motif LysM, comme c’est le cas pour LYK5 et CERK qui reconnaissent la chitine et qui forment 
un complexe pour induire la PTI. Afin de transmettre le signal d’induction de la PTI, ces récepteurs 
interagissent avec le régulateurs cytoplasmique BIK1. 
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dépendant du ligand nécessaire à l’induction de la PTI (Figure1.3). Tous les PRR cités plus tôt 
possèdent un domaine de type kinase. Dans le cas des RPL, ils s’associent en général avec un 
régulateur de type kinase dont le plus connu est SOBIR1 (Suppressor Of BIR1-1). Ces 
récepteurs sont la première ligne de détection de toute infection, leur activation mène à de 
nombreuses cascades de signalisation qui induisent des phénomènes énergivores. Pour cette 
raison, leur activation est régulée de par l’intervention de co-recepteurs tels que BAK1, 
SOBIR1, BIK1, etc. L’importance de ces récepteurs n’étant plus à démontrer, il est normal que 
ces derniers soient en retour ciblés par des effecteurs, empêchant ainsi le déclenchement de la 
PTI.  
 
1.2.1.2 Cascade de signalisation   
Suite à la détection d’un agent pathogène assurée par les PRR, une cascade de signalisation 
initie le système de défense basal des plantes. On observe alors une augmentation de la 
concentration en ions Ca2+ cytosoliques, ainsi qu’une production extracellulaire d’espèces 
réactives à l’oxygène (ROS). Ces deux phénomènes sont les premiers détectables suite à 
l’induction de la PTI (Boller et Felix, 2009). Par la suite, une cascade impliquant des MAPK 
(Mitogen-Activated Protein Kinase) permet la transcription de gènes liés à la défense (Asai et 
al., 2002; Lee et al., 2015). On note aussi des changements de concentration d’hormones tels 
que l’éthylène (ET), l’acide jasmonique (JA) et l’acide salicylique (SA) (Knogge et al., 2009). 
En générale, la production de SA est associée à la résistance à un agent pathogène biotrophe, 
alors que ET et JA eux sont impliqués dans la résistance à une agent pathogène nécrotrophe 
(Glazebrook, 2005). La production de ROS est essentielle à la fermeture des stomates 
empêchant ainsi l’entrée d’autres phytopathogènes. Après la perception de PAMP, BIK1, une 
kinase qui s’associe avec le complexe FLS2/BAK1 mentionné plus tôt, phosphoryle 
directement RBOHD (Respiratory Burst Oxidase Homolohue Protein D), la NADH oxydase 
responsable de l’induction du phénomène et permettant la production de ROS (Figure 1.4). En 
plus de contrôler l’état de phosphorylation de RBOHD, BIK1 est aussi nécessaire à l’influx de 




Figure 1.4 : Cascade de signalisation et événement précoce suivant l’activation des PRR (Adaptée 
de Couto et Cyril 2016). La perception de PAMP par les PRR enclenche une cascade de signalisation 
incluant celle des MAPK qui mène à l’expression de gènes nécessaire à la résistance de l’hôte. Le 
mécanisme par lequel la cascade des MAPK est induite suite à la perception de flg22 par FLS2 est 
encore inconnue, mais on sait que l’activation des MAPK après détection de la chitine nécessite 
l’intervention du régulateur cytoplasmique PBS1-Like Kinase 27 (PBL27, non présenté sur cette   
figure). L’activation de BIK1 par les différents PRR, permet la phosphorylation de la NAHD oxydase 
RBOHD et enclenche donc la production de ROS. De plus, BIK1 est aussi requis à l’influx de Ca2+, qui 
à travers l’activation de la kinase dépendant de Ca2+, CDPK, permet l’expression de gène de résistance, 




Cet influx va quant à lui activer la CDPK, une kinase dépendante du Ca2+ ainsi qu’une cascade 
de MAPK, pour enfin entraîner l’expression de gènes de résistance (Boudsocq et al., 2010) 
(Figure 1.4). CDPK joue aussi un rôle dans l’activation rapide des NADH oxydases 
responsables de la production de ROS tel que RBOHD (Kobayashi et al., 2007). Les MAPK 
représentent aussi des acteurs importants de la PTI. Les Mitogen activated kinase 3 (MPK3) et 
MPK6 sont activées par les MAPK kinases MKK4 et MKK5. S’en suit l’induction de facteurs 
de transcription responsables de la reprogrammation transcriptionnelle (Figure 1.4). Cette 
reprogrammation résulte en une production de composés antimicrobiens, d’enzymes, ou un 
dépôt de callose, etc (Asai et al., 2002; Lee et al., 2015). Ces réponses mènent ensemble à 
l’établissement de la PTI. Cependant, les phytopathogènes ayant évolué, ces derniers sont 
désormais capables de sécréter des protéines infectieuses dont le seul but est de perturber la 
PTI. En réponse à ça, les plantes ont développé la possibilité d’exprimer des protéines de 
résistance, activant ainsi une deuxième barrière de défense, la ETI.  
 
1.2.2 Le système de défense enclenché par les effecteurs : ETI 
Pour échapper à la première étape du système de défense des plantes, les microorganismes 
infectieux ont acquis la capacité de produire des effecteurs, ou facteurs d’avirulence, qui 
ciblent différentes étapes de la PTI. En effet, ces protéines peuvent aussi bien agir au niveau 
de la détection du pathogène, que dans les étapes qui en découlent. Dans une course à 
l’armement, les végétaux peuvent maintenant exprimer des protéines de résistance (protéines 
R). Ces protéines vont, de manière plus ou moins spécifique, détecter la présence d’un 
effecteur, ou surveiller toute perturbation de protéine ciblée par les effecteurs. L’activation de 
ces protéines induit un deuxième mécanisme de défense qu’est la ETI. Très curieusement, de 
nombreuses études se sont concentrées sur la caractérisation de plusieurs effecteurs, ainsi que 
sur l’identification de la protéine de résistance correspondante. Mais, à ce jour, très peu se sont 
attardées sur les mécanismes moléculaires de défense qu’enclenche l’activation des protéines 
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R. Nous savons cependant que la ETI est qualitativement similaire à la PTI, si ce n’est qu’elle 
est plus efficace (Tao et al., 2003).  
 
1.2.2.1 Les protéines NB-LRR 
Actrices principales de la voie de défense ETI, les protéines NB-LRR sont composées de deux 
domaines principaux : la région de liaison aux nucléotides composée des domaines ARC 
(Apaf-1, R protéine, et CED4) et NB (Nucleotide Binding) et de la région LRR (Leucine Rich 
Repeat) (Van der Biezen et Jones 1998). NB-ARC est un domaine conservé contrairement au 
domaine LRR qui est plus variable, attribut qui influe sur la reconnaissance spécifique des 
effecteurs (Collier et Moffett, 2009). Ces protéines, codées par les gènes de résistance de la 
plante, peuvent être séparées en trois familles selon la présence d’un domaine, lequel est prédit 
d’adopter une forme Coiled-coil (CC) ou Toll and Interleukin-1 receptors (TIR) en N-terminal 
(Meyers et al., 1999) (Figure 1.5). Toutefois, les CC-NB-LRR ne possèdent que très peu de 
similarités au niveau de la séquence de leur région N-terminale. Le seul motif conservé est « 
EDVID », une séquence de 110 à 130 résidus en N-terminale qui caractérise à lui seul la classe 
des CC. Cependant, il existe des exceptions, NRG1 est un bon exemple de « non-EDVID-CC-
NB-LRR ». Les NRG1-like et les ADR1-like constituent une famille appelée les CCR. Les 
CCR-NB-LRR contrairement aux deux autres familles de NB-LRR ne reconnaissent pas des 
protéines pathogéniques, mais seraient plutôt des adjuvants de NB-LRR et agiraient dans la 
cascade de signalisation de défense induite par l’activation d’une NB-LRR (Collier et al,. 
2011). Même si les membres de cette famille de protéines NB-LRR endogènes de toutes les 
angiospermes ne sont pas des protéines de résistance en tant que telles, elles sont nécessaires 
au fonctionnement du TIR-NB-LRR N (Collier et Moffett, 2009). Comme mentionné plus tôt, 
ces protéines ont pour rôle de détecter les effecteurs / facteurs d’avirulence (Avr) afin de 
déclencher la ETI. Étant donnée la variabilité du domaine LRR, il a été suggéré que cette région 
est responsable de la détection de leur cible. En effet, dans l’interaction directe de la protéine 
NB-LRR Pi-ta (Oryza sativa) avec AvrPi-ta (Magnaporthe grisea), la présence du domaine 
LRR de Pi-ta seul est suffisante pour permettre le contact entre les deux partenaires (Yulin et 
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al., 2000). Cependant, plusieurs équipes se sont concentrées sur les mécanismes d’activation 
des protéines R et beaucoup ont observé l’absence de liaison directe entre les deux protéines. 
L’hypothèse d’un intermédiaire présent pour médier l’activation des NB-LRR fut alors émise.  
 
 
Figure 1.5 : Structure linéaire typique d’une protéine NB-LRR (Adaptée de Collier et Moffett 
2009) 
 
1.2.2.1.1 Interaction directe Avr-NB-LRR  
Il existe plusieurs exemples de liaison directe entre une protéine NB-LRR et le facteur 
d’avirulence correspondant (Figure 1.7). Les AvrL de la rouille du lin sont directement 
reconnus par les protéines NB-LRR L de Linum usitatissimum. En effet, Dodds et al. (2006) 
ont observé cette interaction directe par des essais double hybride. Il est connu que le locus 
polymorphique de L codant pour des NB-LRR comporte 12 variants alléliques capables de 
cibler des Avr spécifiques (Ellis et al. 1999). De plus, les auteurs ont identifié 12 variants 
alléliques d’AvrL567 chez 6 souches de rouille du lin. Leurs résultats montrent que 6 variants 
d’AvrL567 sur 12 induisent une HR dépendamment de la présence de L5, L6 et L7.  Ils prouvent 
ainsi que les divergences alléliques d’AvrL567 mènent à des différences de spécificité au 
niveau de la reconnaissance par leurs protéines R. Cet article nous fournit un exemple concret 
de sélection imposée par les gènes R entrainant la diversité alléliques d’AvrL567 dans le cadre 
d’une course à l’armement « gène-pour-gène ». Le pathosystème Magnaporthe grisea 
(champignon) / Oryza sativa (Riz) a été largement étudié, et présente plusieurs exemples 
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d’interaction directe entre protéine R et Avr. C’est le cas de l’AvrPi-ta dont l’interaction directe 
par Pi-ta a été observée par des essais double hybride. Jia et al. (2000) ont démontré la liaison 
spécifique entre AvrPi-ta et le domaine LRR de Pi-ta, et ce, par des analyses de far-western 
effectuées avec une protéine recombinante Pi-ta LRD. Ce même agent pathogène possède aussi 
le gène codant pour Avr-Pik qui interagit directement avec l’extrémité N-terminale de Pik1 
incluant son domaine CC (Kanzaki et al., 2012). Ces deux exemples illustrent bien deux cas 
de liaison protéine-ligand qui impliquent des domaines différents des protéines R, et de ce fait, 
deux mécanismes d’action différents.  
Figure 1.6 : Détection des facteurs d’avirulence AvrRpt2, AvrRpm1 et AvrB par l’intermédiaire 
de RIN4.  Les effecteurs AvrB, AvrRpt2 et AvrRpm1 de P. syringae sont sécrétés dans la cellule hôte. 
Ces trois effecteurs ont tous pour cofacteur RIN4, dont la perturbation va activer les protéines NB-LRR 
correspondant à chaque effecteur. Le clivage de RIN4 induit par l’activité cystéine protéase d’AvrRpt2 
va être détecté par RPS2. AvrB lui va interagir avec RIPK et être relocalisé au niveau de la membrane 
où avec AvrRpm1 ils vont phosphoryler RIN4. L’état phosphorylé de RIN4 va activer la protéine NB-
LRR, RPM1 et induire la ETI. 
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1.2.2.1.2 Interaction indirecte NB-LRR/Avr  
La seconde hypothèse d’activation des NB-LRR implique un intermédiaire; un cofacteur. Un 
cofacteur est une composante endogène affectée par l’action d’Avr, et dont la modification qui 
s’ensuit serait détectée par la protéine NB-LRR correspondante (Figure 1.7). Il existe deux 
variations de ce modèle, (1) le cofacteur est constitutivement lié à la protéine R, (2) la protéine 
R ne se lie avec le cofacteur que lorsque ce dernier est lié à l’Avr (Dangl et Jones, 2001; Van 
der Biezen et al., 1998).  
 
L’exemple le plus documenté est sans doute celui du cofacteur RIN4 (RPM1 interacting 
protein 4) d’A. thaliana qui est associé de manière constitutive aux protéines de type CC-NB-
LRR, RPM1 (Resistance to P. syringae pv. Maculicola) et RPS2 (Resistance to P. syringae). 
Ces trois protéines sont associées à la membrane plasmique. RIN4 est ciblé par 3 différents 
effecteurs de P. syringae, AvrRpt2 qui enclenche RPS2, AvrRpm1 et AvrB qui enclenchent 
RPM1. RPS2 est activée suite au clivage de RIN4 dû à l’activité cystéine protéase d’AvrRpt2 
(Figure1.6). Une étude sur la structure et la fonction de RIN4 suggère qu’il maintient RPS2 
dans un état inactif jusqu’à l’intervention d’AvrRpt2 (Day et al., 2005). AvrB et AvrRpm1 
subissent une acétylation et interagissent avec des kinases comme RIPK, etc (Liu et al., 2011) 
puis sont relocalisés au niveau de la membrane plasmique pour induire la phosphorylation de 
RIN4 (Nimchuk et al., 2000) (Figure 1.6). Le cofacteur RIN4 est aussi requis pour inhiber 
l’autoactivation de RPM1, même si elle n’est que minimale (Belkhadir et al., 2004). En 
l’absence d’agent pathogène, RIN4 est un régulateur négatif de la PTI, des lignées le 
surexprimant sont significativement plus susceptibles à Pto DC 3000, tandis que les lignées 
KO montrent un niveau de PTI augmenté (Belkhadir et al., 2004; Kim et al., 2005a).  
 
Un autre cas intéressant serait celui de l’Avr P50 du Tobacco mosaic virus (TMV) et de sa 
protéine TIR-NB-LRR N de Nicotiana glutinosa. Il a tout d’abord été supposé que le domaine 
hélicase de p50 se liait directement au domaine TIR de N (Ueda et al., 2006). Par la suite, il a 
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été démontré que p50 nécessite l’intervention de N receptor-interacting protein 1 (NRIP1), 
une protéine chloroplastique (Caplan et al., 2008). NRIP1 est normalement localisée dans le 
chloroplaste, mais par un mécanisme inconnu est transportée au cytoplasme et dans le noyau, 
où elle interagit avec p50. Cette seconde hypothèse est un bon exemple de cofacteur lié à 
l’effecteur et non à la protéine R.  
 
1.2.2.1.3 Le modèle du leurre  
Plusieurs études se sont concentrées sur les mécanismes d’activation des NB-LRR, dans le cas 
d’interaction indirecte. Beaucoup sont parvenues à identifier le cofacteur ciblé par l’Avr qui 
va médier la liaison à la protéine R. Beaucoup de ces cofacteurs identifiés n’ont pas de rôle 
connu dans le mécanisme de défense. C’est ainsi que le modèle du leurre est né. Selon cette 
hypothèse, certains cofacteurs visés par les Avr auraient des similarités avec des cibles de 
virulence, mais n’en sont pas en tant que telles (Van Der Hoorn et Kamoun, 2008) (Figure 1.7). 
L’exemple le plus connu est celui de Pto, une protéine kinase de la tomate (Solanum 
lycopersicum) ciblée par AvrPto et AvrPtoB, deux effecteurs de P. syringae pv. tomato. Ces 
deux Avr sont transportés dans la cellule hôte où ils interfèrent avec le domaine kinase de 
plusieurs PRR, dont EFR et FLS2 (Xiang et al., 2008) et de BAK1 (Cheng et al., 2011) pour 
inhiber la PTI. Pto est constitutivement lié à la protéine CC-NB-LRR Prf, toute altération du 
complexe Pto-Prf mène à une HR (Mucyn et al., 2006). Au départ, Pto était considérée comme 
la protéine R responsable de l’induction de la ETI. Après avoir mis en lumière la nécessité de 
Prf et son rôle, on se questionne alors sur la réelle fonction de Pto dans la réponse de défense. 
Pourquoi les Avr cibleraient-ils une protéine endogène n’ayant aucun intérêt de virulence, et 
qui déclenche la ETI ? Fait intéressant, le domaine BAK1 qui interagit avec AvrPtoB possède 
des similarités structurelles avec le domaine de Pto qui interagit avec AvrPtoB (Cheng et al., 
2011). AvrPto cible donc trois protéines de l’hôte, EFR, FLS2 et Pto tandis que, AvrPtoB cible 
BAK1 et Pto. Il est tentant de penser que Pto agirait comme un leurre, ayant développé des 
similarités avec les cibles de virulence d’AvrPto et AvrPtoB dans le but d’activer la réponse 




Figure 1.7 Différents modèles d’interaction Avr/NB-LRR. Illustrés ici les différents scénarios 
d’interaction entre une protéine NB-LRR et un Avr; Le premier cas permet l’interaction directe de l’Avr 
avec la protéine NB-LRR. Le second fait intervenir un leurre qui va servir d’appât à l’Avr. Enfin le 
troisième scénario fait intervenir un cofacteur qui va médier l’interaction entre l’Avr et la protéine NB-
LRR. 
  
1.2.2.1.4 Le modèle du capteur intégré  
Au cours des dernières années, un certain nombre d’Avr se sont avérés être ciblés non pas par 
un NB-LRR spécifique, mais par une paire de protéines NB-LRR (Eitas et Dangl, 2010). Ce 
mécanisme semble être conservé à travers les végétaux puisqu’il est impliqué dans la résistance 
contre les virus, bactéries, champignons et oomycètes dans les monocotylédones et 
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dicotylédones (Cesari et al., 2014).  RPS1 et RPS4, sont des TIR-NB-LRR d’A. thaliana 
nécessaires à la détection d’AvrRps4 de P. syringae et de PopP2 de Ralstonia solanacearum 
(Deslandes et al., 2003; Narusaka et al., 2009). RPS1 possède un domaine WRKY en C-
terminal auquel se lient AvrRps4 et PopP2 (Deslandes et al., 2003; Tasset et al., 2010). Quant 
à RSP4, une mutation dans son domaine TIR qui renforce son homodimérisation entraine une 
autoactivation menant à la mort cellulaire. Ce phénomène est inhibé lorsque co-exprimé avec 
le domaine TIR de RPS1 (Williams et al., 2014). RGA4 et RGA5, deux CC-NB-LRR du riz, 
sont nécessaires à la détection de Avr-Pia et Avr-CO39 de Magnaporthe oryzae. Les deux Avr 
ne se lient pas à RGA4, mais à RGA5 qui a un domaine RATX1 associé aux métaux lourds en 
C-terminal, identifié comme domaine liant les effecteurs (Cesari et al., 2013). L’expression de 
RGA4 seul dans N. benthamiana induit la mort cellulaire, et la coexpression de RGA4 et RGA5 
en l’absence de pathogène inhibe l’autoactivation de RGA4. 
 
Figure 1.8: Le modèle du capteur intégré 
  
Ce système partage d’importantes similarités avec le modèle RPS1/RPS4. Il a donc été proposé 
que chaque NB-LRR possède un rôle différent. RPS4 et RGA4 déclenchent le signal menant à 
la résistance, tandis que RPS1 et RGA5 agissent en tant que récepteurs d’effecteurs tout en 
réprimant l’autoactivation de leur partenaire respectif (Cesari et al., 2014; Williams et al., 
2014). De ces exemples a découlé un nouveau modèle proposé par Cesari et al. (2014) et Wu 
et al. (2015). Selon ce modèle, dans le cas d’une paire de NB-LRR, un domaine de grande 
variabilité est intégré, chez une des deux protéines et sert de cible aux effecteurs. Étant données 
les similarités de ces cibles avec des protéines impliquées dans la réponse de défense, Cesari 
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et al. (2014) suggèrent que ces régions ne seraient que des leurres, tandis que Wu et al. (2015) 
introduisent le terme de « domaine capteur intégré » (Figure 1.8). Ils se basent sur le fait que, 
en plus de servir de substrat et de cible aux effecteurs, le domaine capteur possède une activité 
biochimique qui serait modulée par les effecteurs. 
 
1.2.2.1.5 Activation des protéines NB-LRR  
Jusqu’à maintenant, de nombreux modèles très différents de détection de NB-LRR ont été 
décrits, mais le mécanisme précis d’activation des NB-LRR et la transduction du signal qui 
s’en suit sont peu compris. Pour l’instant nous savons que le domaine N-terminal est un point 
important d’interaction avec les Avr et le domaine LRR est le premier déterminant de 
reconnaissance spécifique des Avr. De plus, Collier et Moffett (2009) proposent que la région 
LRR détermine quelle interaction initiera une réponse de défense. Les auteurs suggèrent un 
modèle d’activation et de transmission du signal des NB-LRR (Figure 1.9). (1) La protéine 
NB-LRR est dans un état autoinhibé, elle est compétente au niveau de la signalisation, mais 
reste inactivée : l’interrupteur est sur « OFF ». Cet état latent nécessite une boite liant les 
nucléotides fonctionnels qui permettraient de lier l’ATP ou l’ADP, et une interaction stable 
des domaines LRR et ARC2. La liaison au cofacteur pourrait être requise dans certain cas pour 
maintenir la compétence signalétique. (2) L’Avr interagit avec le cofacteur/leurre et perturbe 
la protéine NB-LRR, l’interrupteur est sur ON. Cette interaction perturbe l’interface de liaison 
du domaine LRR et ARC2. Ce changement modifie, à travers ARC2, le statut de liaison de la 
boite liant les nucléotides, menant ainsi à l’initiation du signal, libérant possiblement un motif 
de signalisation dans le domaine NB. (3) Les interactions intramoléculaires de la protéine sont 
dissociées et elle est réinitialisée. Elle se positionne de nouveau dans son état premier de 








Figure 1.9: Activation et transmission du signal des protéines NB-LRR (Adaptée de Collier et 
Moffett 2009) (Voir texte pour détails) 
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1.2.2.2 La réaction d’hypersensibilité  
La sécrétion d’effecteurs dans le cytosol de la cellule hôte et l’activation de la protéine NB-
LRR correspondante mène à une seconde voie de défense, la ETI. La détection d’effecteurs, 
ainsi que l’activation des protéines NB-LRR ont été décrites précédemment. La ETI est connue 
pour être quantitativement différente à la PTI plutôt que qualitativement, à une différence près. 
En effet, la ETI mène souvent, mais pas toujours, à un phénomène de mort cellulaire localisée 
nommé la réaction d’hypersensibilité (HR). Il s’agit d’un type de mort cellulaire qui se 
distingue par son aspect morphologique spécifique à la HR, c’est-à-dire le rétrécissement du 
cytoplasme, la condensation de la chromatine et dans les étapes finales, la perturbation des 
chloroplastes et la vacuolisation (décrit dans Mur et al,. 2008). Comme chez les animaux, la 
HR nécessite l’accumulation de ROS, et est régie par les Métacaspases de type 1 sous forme 
active (Coll et al., 2011). Or il a été montré qu’avec des mutants pour ces métacaspases, la 
résistance est toujours en place, tandis que la HR est supprimée (Nuria  et al., 2010). Dans la 
même optique, Bhattacharjee et al. (2009) ont montré que l’expression de la protéine N par 
p50 chez N. benthamiana cause une réponse antivirale, mais ne provoque pas de HR. Cela 
suggère que les protéines NB-LRR n’induisent pas automatiquement la HR, et que celle-ci 
n’est pas indispensable à la résistance. Les protéines NB-LRR pourraient donc agir dans deux 
voies différentes, la ETI et celle induisant la HR.  
 
1.3 Transcriptome de défense d’A. thaliana 
Afin d’élucider les mécanismes moléculaires engendrés lors d’une interaction compatible ou 
incompatible, de très nombreux groupes se sont penchés sur le profil d’expression génique d’A. 
thaliana dans les deux conditions. Ces études reposent sur le principe que la détection d’agents 
pathogènes provoque la reprogrammation transcriptionnelle de la cellule hôte, menant ainsi à 
l’expression de gènes nécessaires à la résistance. Suite à toutes ces recherches, il est maintenant 
possible de trouver des données de transcriptomiques pour presque tous les pathosystèmes 
(Katagiri, 2004). Les résultats obtenus suite à ces analyses pointent tous vers la même 
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conclusion : la différence d’expression entre les deux mécanismes n’est pas qualitative, mais 
quantitative. En effet, certaines équipes se sont intéressées à l’expression de gènes de défense 
spécifiques et ont montré que l’expression de ces derniers est conservée dans les deux voies 
(Kiedrowski, et al., 1992; Lamb et al., 1993). Ce phénomène peut être étendu à tout le génome, 
le même groupe de gènes est exprimé ou inhibé durant la PTI et la ETI, mais à intensité 
différente (Tao et al., 2003). De plus, le profil d’expression observé chez A. thaliana semble 
être qualitativement conservé dans différents pathosystèmes (Katagiri, 2004). De ces résultats 
en découle un constat très surprenant : jusqu’à maintenant, très peu de gènes fonctionnellement 
impliqués dans la ETI ont été trouvés. Il reste toujours l’exemple de RIPK qui fut identifié 
comme exprimé à la hausse lors d’une infection par un pathogène avirulent (Torres et al., 
2003). Par la suite, une fonction dans la voie de défense de type NB-LRR lui a été attribuée. 
Comme mentionné plus tôt, après la détection des Avr AvrB et AvrRpm1, RIPK phosphoryle 
RIN4 et active la protéine R, RPM1 (Liu et al., 2011). Il semble nécessaire d’établir un lien 
entre la régulation des gènes induite suite à une infection, et la fonction de ces derniers dans la 
réponse de défense de type NB-LRR. Pour ça, il serait pertinent de s’intéresser au traductome 
immunitaire d’A. thaliana.  
 
1.4 La traduction et sa régulation  
1.4.1 Le mécanisme d’initiation de la traduction  
L’initiation de la traduction commence par une lecture de l’ARNm jusqu’à la détection du 
codon d’initiation (AUG), pour enfin poursuivre avec la phase d’élongation (Figure 1.10). La 
première étape est la formation d’un complexe tertiaire entre l’ARNt initiateur (Met-ARNti) 
et eIF2 lié à du GTP. Ce complexe tertiaire se lie à la sous-unité ribosomale 40S. Cette réaction 
nécessite l’intervention de plusieurs autres facteurs d’initiation, dont eIF1, eIF1A, eIF5 et eIF3, 
ce qui permet la formation du complexe de pré-initiation (PIC). La seconde étape est la liaison 
de PIC à l’extrémité 5’UTR de l’ARNm. PIC parcourt l’UTR à la recherche du premier codon 
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d’initiation AUG complémentaire à celui de Met-ARNti. Il arrive que les séquences 
avoisinantes ne soient pas favorables à l’initiation, dans ce cas le codon est évité jusqu’à la 
rencontre d’un AUG positionné dans un cadre favorable. La présence du consensus de Kozak 
encourage grandement la sélection du codon. Après détection du codon, on observe l’hydrolyse 
du GTP, la libération de GDP-eIF2, et le recrutement de la grande sous-unité ribosomale 60S 
pour former le complexe d’initiation 80S. GDP-eIF2 est recyclé en GTP-eIF2 par eIF2B. En 
amont de toutes ces réactions, l’ARNm est pré-activé à l’aide du dimère eIF4G-eIF4E. eIF4G, 
eIF4A et eIF4B vont permettre la liaison de la queue poly(A), alors qu’eIF4E va lier la coiffe 
permettant ainsi la circularisation de l’ARNm. La pré-activation de l’ARNm est ATP-
dépendante. Cette étape est nécessaire car elle permet le déroulement de la structure secondaire 
du 5’UTR (décrit dans Jackson et al., 2010; Sanfaçon, 2015; Sonenberg et Dever, 2003). En 
plus de ce mécanisme d’initiation, certains ARNm passent par une voie alternative qui ne 
nécessite pas de coiffe, mais des IRES (Internal Ribosome Entry Sites).  
 
1.4.2 Facteurs d’initiation de la traduction  
1.4.2.1 eIF2  
Comme mentionné plus tôt, eIF2 est responsable du recrutement de l’ARNt initiateur, Met-
ARNti. Lié au GTP, eIF2 forme un complexe tertiaire qui va ensuite établir le PIC après ajout 
de la sous-unité ribosomale 40S. Suite à la détection du codon d’initiation, l’hydrolyse du GTP 
libère eIF2-GDP. Ce nouveau duplexe est recyclé par eIF2B en eIF2-GTP pour permettre le 
recrutement d’un autre Met-ARNti. Le facteur eIF2 est une cible de choix pour la régulation 
de la traduction. Il est phosphorylé par différentes kinases, très souvent au résidu Ser51 de sa 
sous-unité , ce qui inhibe la dissociation de eIF2B. L’appauvrissement en eIF2B libre a pour 
effet l’arrêt de l’initiation de la traduction (Kimball, 1999). Chez les animaux, de nombreuses 
kinases à eIF2 ont été identifiées : parmi ces dernières on compte notamment PKR (Protein 
Kinase RNA-dependent), PERK (PKR-like endoplasmic reticulum kinase) et GCN2 (General 
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Control Non-derepressible 2). PKR est activée par de l’ARN double brin de plus de 40 pb et 
joue un rôle important dans la réponse antivirale. PERK est activée par le stress induit au 
réticulum endoplasmique (RE), lui-même causé par le mauvais repliement protéique à 
l’intérieur du RE. Enfin, GCN2 est activée par le manque de nutriments, durant les réponses 
immunitaires, et par le mauvais repliement de protéines. Il s’agit du seul homologue ayant été 
identifié chez A. thaliana. Plusieurs études ont observé l’activation de AtGCN2 suite à 
différents stress, tels que l’exposition aux UV, le manque d’acides aminés, les blessures ou 
encore le stress oxydatif (Lageix et al., 2008; Wang et al., 2017). De plus, Liu et al. (2015) ont 
montré que les plants gcn2 présentent une résistance accrue au nécrotrophe Pectobacterium 
carotovorum subsp. carotovorum ainsi qu’au biotrophe Golovinomyces cichoracearum tandis 
qu’ils arborent une grande susceptibilité à Hyaloperonospora arabidopsidis et Golovinomyces 
cichoracearum. En plus des chocs abiotiques, AtGCN2 semble donc être nécessaire à 








1.4.2.2 eIF4  
Figure 1.10: Mécanismes d’initiation de la traduction (Adaptée de Jackson et al., 2010). (1) Le 
duplexe eIF2-GTP recrute un ARNt initiateur, puis grâce à l’intervention de eIF3 et eIF5, se lie à la 
sous-unité ribosomale 40S formant le complexe de préinitiation. (2) En même temps, l’ARNm est 
circularisé par le complexe eIF4F dont les sous unités vont lier la queue poly-A et la coiffe. (3) Le 
complexe de préinitiation se lie à la région 5’UTR de l’ARNm. (4) Le complexe commence le balayage 
de l’UTR à la recherche du codon d’initiation qui (6) entraine la perte du eIF2-GDP qui est recyclé (7) 
en eIF2-GTP grâce à eIF2B. (7) La grosse sous-unité 80S est recrutée et (8) la traduction de la séquence 
codante est entamée.  
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Les facteurs d’initiation de la traduction eIF4 regroupent plusieurs protéines, toutes possédant 
un rôle spécifique. eIF4G et eIF4E vont former un châssis moléculaire sur lequel d’autres 
protéines vont pouvoir se lier afin de circulariser l’ARNm. eIF4E se lie à la coiffe en 5’ du 
transcrit 7mGpppN (où N représente n’importe quel nucléotide) tandis que eIF4G recrute une 
hélicase d’ARN, eIF4A et une protéine liant l’ARN (RNA Binding Protein, RBP), eIF4B. 
eIF4A va faciliter l’aplanissement du 5’UTR (Rozen et al., 1990), eIF4B va quant à lui lier la 
queue poly(A) (Le et al., 1997). Avec l’intervention de plusieurs autres protéines liant la queue 
poly(A) (Poly(A) Binding Protein, PABP) ces facteurs vont permettre la circularisation de 
l’ARNm. Les cellules végétales possèdent deux isoformes d’eIF4G et eIF4E : eIFiso4G et 
eIFiso4E, respectivement. eIF4E et eIFiso4E possèdent jusqu’à 50% d’homologie au niveau 
de leur séquence d’acides aminés, alors que eIF4G et eIFiso4G n’en partagent que 35%. La 
différence fonctionnelle des deux isoformes est encore mal comprise. On sait qu’eIFiso4F 
(eIFiso4G-eIFiso4E) est plus abondant au stade embryonnaire du blé, dans les racines du maïs 
et dans les fleurons de chou-fleur (Kawaguchi et Bailey-Serres, 2002). On sait aussi que la 
traduction par eIFiso4F est dépendante de la coiffe, à l’opposé d’eIF4F (eIF4G-eIF4E) qui est 
plus flexible, et capable d’initier la traduction d’ARNm avec des 5’UTR complexes (structure 
en tige-boucle, etc.) même en l’absence d’une coiffe, comme c’est le cas pour les IRES (Gallie 
et Browning, 2001). Tout comme eIF2, eIF4E peut être ciblé par des protéines visant à réguler 
la traduction et ce, par phosphorylation ou liaison directe. Chez les mammifères, l’exemple le 
plus connu est celui des 4E-BP (eIF4E Binding Protein), ces protéines vont lier eIF4E au même 
motif reconnu par eIF4G, ce qui a pour effet de limiter la formation du complexe eIF4 inhibant 
toute traduction (Haghighat et al., 1995; Marcotrigiano et al., 1999). La capacité de liaison des 
4E-BP à leur cible est liée à leur état de phosphorylation contrôlé par la kinase TOR (Target 
Of Rapamycin) (décrit dans Sesma et al., 2017). En plus des 4E-BP, il existe plusieurs autres 
protéines qui interagissent avec divers motifs d’eIF4E et avec les UTR de l’ARNm à traduire. 
Ces liaisons protéines-protéines vont placer l’ARNm dans une conformation défavorable à la 
traduction (Rhoads, 2009). Les 4E-BP et autres facteurs de régulation d’eIF4E sont nombreux, 
et assurent une fonction essentielle pour la cellule. Malgré leur importance, aucun homologue 
n’a été découvert à ce jour chez les plantes. Cependant, un grand nombre de protéines arborent 
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la capacité de lier le motif d’eIF4E et eIFiso4E ciblé par les 4E-BP, mais leur rôle n’a jusqu’à 
maintenant jamais été démontré (Freire, 2005; Lázaro-Mixteco et Dinkova, 2012).  
 
1.4.3 La régulation de la traduction  
La traduction est un processus énergivore qui nécessite donc d’être régulé. Comme nous 
venons de le voir, l’initiation de la traduction est une des étapes clés du phénomène, et les 
nombreux facteurs nécessaires à son bon fonctionnement sont eux même régulés par différents 
composants. Il existe aussi plusieurs voies de régulation de la traduction qui agissent de 
manière indépendante aux facteurs d’initiation.  
 
1.4.3.1 Les sRNA  
Les sRNA (short RNA) sont des ARN non codants qui, lorsque sous forme de duplexe, sont 
pris en charge par le complexe d’ARN interférent (RISC), dans lequel ils agissent sous forme 
simple brin et permettent le clivage ou l’inhibition de la traduction (Reinhart et al., 2002). 
Selon la provenance de l’ARNdb, ils sont classés différemment. Typiquement, les siRNA ou 
ARN interférents proviennent d’ARN exogène, d’origine virale par exemple ou endogène 
d’ARN antisens. Les microARN (miRNA), eux, proviennent de gènes MIR qui codent pour 
des gènes connus pour former des structures secondaires. Les siRNA, de par leur origine, 
enclenchent le système d’ARN interférent (RNAi) qui est un système de défense en soi. 
Puisque la plupart des virus produisent de l’ARNdb et enclenchent donc le RNAi, ce dernier 
est souvent considéré comme réponse de défense antivirale. Les miRNA sont de petits ARN 
non codants d’environ 22 nt. Leur rôle principal est de réguler la traduction de divers ARNm 
endogènes sélectionnés par complémentarité. Le gène lin-4, qui contrôle le passage du premier 
état larvaire au second chez Caenorhabditis elegans (Lee et al., 1993), fut le premier à avoir 
été identifié comme non codant pour une protéine, mais pour une paire de petits ARN (Lee et 
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al., 1993). La biosynthèse de ces petits ARN non codants commence par la transcription du 
gène correspondant, grâce à la Polymérase d’ARN de type II. Les pré-miRNA générés forment 
ensuite une tige-boucle stabilisée grâce à différentes protéines. Parmi celles-ci on compte 
Dawdle (DDL), une protéine liant l’ARN, la protéine à doigt de zinc Serrate (SE) et 
Hyponastic leaves 1 (HYL1) (Kurihara et al., 2006). Le complexe créé est reconnu par les 
protéines Dicer-Like (DCL). Le nombre de DCL retrouvés chez les plantes varie en fonction 
de l’espèce, le modèle A. thaliana en possédant 4. Les DCL sont responsables du clivage des 
pré-miRNA et de la formation d’un duplex de miRNAdb. DCL1 est le plus souvent impliqué 
dans la synthèse des miRNA. Ce dernier génère des miRNA de 21 nt, tandis que DCL4, DCL2 
et DCL3 aboutissent à des produits de 21 nt, 22 nt et 24 nt, respectivement (Liu et al., 2009). 
Toutes les étapes précédentes se produisent à l’intérieur du noyau chez les plantes. Par la suite 
le duplex est méthylé par Hua Enhancer 1 (HEN1) pour permettre l’exportation hors du noyau 
(Kurihara et al., 2006). Une fois dans le cytoplasme, les deux brins d’ARN sont dissociés, 
l’ARN guide est incorporé au complexe d’ARN interférent (mRISC). La protéine Argonaute 
(AGO) la plus souvent associée au mRISC est AGO1, mais dans certains cas AGO10 peut 
aussi être impliquée (Beauclair et al., 2010). Le complexe est ainsi dirigé vers les ARNm à 
réguler, et ce, par complémentarité. Le clivage de l’ARNm est assuré par l’activité 
endonucléase des AGO (Miyoshi et al., 2016). Les miRNA de cellules végétales s’apparient à 
leur cible avec une complémentarité presque parfaite (Bartel, 2009). À l’opposé, les miRNA 
retrouvés dans les cellules animales ne nécessitent qu’un appariement entre les nucléotides 2 à 
8 en 5’ du miRNA, aussi nommés « seed region » (Lewis et al., 2003). En plus du clivage, les 
miRNA de cellules animales sont capables d’inhiber la traduction des ARNm. Avec une 
complémentarité presque parfaite, il a longtemps été supposé que le clivage était prédominant 
chez les plantes, or diverses études ont démontré que ce n’est pas toujours le cas. Ces 
recherches notent une divergence entre la faible quantité de protéines exprimées et le niveau 
d’ARNm correspondant qui reste inchangé. Cette observation supporte l’hypothèse des deux 
mécanismes de régulation par les miRNA présents chez les plantes (Beauclair et al., 2010, Li 
et al., 2013). De plus, comme chez les animaux, la région 5’ des miRNA de plantes est aussi 
importante. Mallory et al. (2004) ont montré que la mutation de nucléotides dans cette même 
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région chez miR165/166 diminue drastiquement le taux de clivage de leur cibles PHABULOSA 
et PHAVOLUTA, comparé à un mésappariement dans une région plus centrale. Chez A. 
thaliana, où les miRNA sont amplement étudiés, miR156 possède un rôle important dans les 
transitions entre les différentes étapes du développement de la plante (Yu et al., 2015; Wang 
et al., 2009) et agit en synergie avec miR172 (Wu et al., 2009). L’ARN miR398 est quant à lui 
impliqué dans la tolérance au stress oxydatif (Wang et al. 2009; Sunkar et al., 2006), etc. Ces 
nombreuses études démontrent l’importance des miRNA dans la régulation de la traduction.  
 
1.4.3.2 uORF 
En plus des sites de liaison aux microARN, les UTR peuvent aussi comporter d’autres sites de 
régulation de la traduction. En effet, il est possible de retrouver des petites régions codantes en 
amont de la séquence codante principale ou ORF (Open Reading Frame). Ces petites régions 
sont composées d’un codon d’initiation et sont nommées uORF (upstream Open Reading 
Frame). En règle générale, si le codon d’initiation détecté est celui d’un uORF, la traduction 
de l’ORF principal qui s’en suit se verra diminuée ( Kozak, 1987), mais jamais complètement 
inhibée (Damiani et al., 1993). L’effet des uROF sur la traduction a tout d’abord été démontré 
chez le virus de la mosaïque du chou-fleur (CaMV). La région 5’UTR de CaMV contient 6 
uORF et une tige boucle qui suit le premier uORF. Les ribosomes ayant traduit le premier 
uORF est capable de passer à travers la structure en tige boucle en aval, sans avoir à la déplier. 
Ce processus permet d’assurer qu’une certaine région de l’UTR reste à l’abri des ribosomes. 
Dans ce cas précis, la séquence en tige boucle comprend un signal d’encapsidation d’ARN 
(Guerra-Peraza et al., 2000). Ce mécanisme est communément appelé shunting. L’acquisition 
d’uORF semble adaptative et grandement influencée par le rôle de la protéine encodée en aval. 
Les protéines fortement exprimées ont tendance à disposer d’un UTR en amont assez court, 
tandis que les protéines faiblement exprimées comme les facteurs de transcription ou les 
kinases, elles, possèdent souvent un 5’UTR long avec un ou plusieurs uORF (Kim et al., 2007). 
Même si plusieurs aspects de ces uORF sont encore mal compris, leur importance n’est plus à 
démontrer. En effet, jusqu’à 35% des gènes d’A. thaliana produisent des ARNm qui 
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contiennent des uORF (Kim et al., 2007). Une faible fraction des uORF retrouvés dans 
n’importe quel organisme code pour un peptide dont la séquence est conservée. Cette séquence 
conservée semble être d’une grande importance quant à la répression de la traduction 
(Jorgensen et Dorantes-Acosta, 2012; Takahashi et al., 2012; Tran et al., 2008). Cependant, 
les preuves d’accumulation de ces peptides aussi bien dans les cellules animales que dans les 
cellules végétales sont encore peu nombreuses. Le groupe de Slavoff et al. (2013) a tout de 
même identifié jusqu’à 150 peptides d’uORF dans le cytoplasme de cellules humaines. Deux 
hypothèses ont été émises sur le mécanisme d’action de ces peptides (1) le peptide tout juste 
généré suite à la traduction de l’uORF viendrait se caler dans le tunnel de sortie du ribosome, 
empêchant ainsi ce dernier de poursuivre le balayage (Rahmani et al., 2009). (2) Le peptide 
jouerait une fonction qui lui est propre, et, en se liant à l’ARNm, déstabiliserait ce dernier 
(Chang et al., 2000; Combier et al., 2008). Comme mentionné plus tôt, seulement une faible 
partie des uORF codent pour des peptides à séquence conservée. Les uORF ne faisant pas 
partie de cette catégorie ont quand même un impact sur l’efficacité de traduction de l’ORF en 
aval. La détection du codon d’initiation d’un uORF empêche la réinitiation à l’ORF principal. 
Les ribosomes emploient donc diverses tactiques pour permettre la traduction de l’ORF 
principal. Les ribosomes peuvent ignorer le codon d’initiation de l’uORF (uAUG), un 
processus appelé leaky scanning, ou encore par shunting qui est un processus jusqu’à 
maintenant assez propre aux virus. Une autre méthode serait la réinitiation. Cette dernière est 
rendue possible lorsque l’étape de terminaison lors de la traduction d’un uORF est interrompue 
avant que la sous unité 40S n’ait le temps de se détacher de l’ARNm. Le ribosome acquiert 
ensuite un nouvel ARNt initiateur et tous les autres facteurs d’initiation nécessaires pour 
poursuivre le scan de l’UTR (Kozak, 2002). Ce phénomène est rendu possible car les facteurs 
d’initiation (eIF) restent attachés à la sous unité 80S, la rendant compétente pour la réinitiation 
(Mohammad et al., 2017). Il a été suggéré que eIF3h agirait en tant que facteur de rétention 
des facteurs de réinitiation au ribosome 80S (Schepetilnikov et al., 2013, Park et al., 2001). 
Les uORF sont connus pour réguler différents métabolismes dont celui des polyamines chez 
les plantes (Hanfrey et al., 2005), des glucides et du sucrose (Hayden et Jorgensen, 2007) ou 
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encore la réponse à l’auxine (Zhou et al., 2010) et représentent une partie non négligable des 
mécanismes de régulation post-transcriptionnelle.  
 
1.4.3.3 La voie TOR 
Une des voies clés de régulation de la traduction est celle impliquant la kinase Target Of 
Rapamycin (TOR). Cette voie est responsable de la gestion des ressources, c’est-à-dire qu’elle 
permet, à travers la régulation de la traduction, d’orienter la cellule vers l’anabolisme ou le 
catabolisme en réponse à divers stimuli. De plus, elle est sensible à plusieurs facteurs exogènes 
tels que la carence en nutriments (Dobrenel et al., 2016; Ren et al., 2011),  ou l’infection par 
un agent pathogène (Meteignier et al., 2017), etc. Chez les mammifères, mTOR interagit avec 
beaucoup de protéines de régulation pour former deux complexes distincts :  TOR complexe 1 
(TORC1) et TOR complexe 2 (TORC2). TOR contrôle la phosphorylation de la kinase 
ribosomale S6 (S6K), qui par la suite phosphoryle la RPS6, une protéine du ribosome 40S, ce 
qui stimule in fine la traduction (Holz et al., 2005). La seconde voie connue de régulation par 
TOR est la phosphorylation des 4E-BP. Comme mentionné plus tôt, les 4E-BP vont lier eIF4E 
au site de liaison d’eIF4G, inhibant alors la formation du complexe eIF4F, et l’initiation de la 
traduction. Après phosphorylation par TOR, les 4E-BP se dissocient d’eIF4E, alors que dans 
un état non phosphorylé, les 4E-BP se lient à leur cible de manière très stable (Pause et al., 
1994). Chez la levure, la rapamycine inhibe l’activité de TOR, mais nécessite l’intervention de 
ScFKBP12 (FK506 binding protein 12) qui forme une plateforme de liaison entre les deux 
protéines (Stan et al., 1994). Chez les végétaux, FKBP12 a perdu sa capacité à lier la 
rapamycine et seul TORC1 y est retrouvé. Il comprend une protéine conservée nommée 
RAPTOR (Regulatory- associated protein of TOR) ainsi que LST8 (Lethal with Sec 13) 
(Dobrenel et al., 2016). L’implication de la voie TOR dans la régulation de la traduction chez 
les plantes a déjà été établie, l’inactivation de TOR par des inhibiteurs ou son extinction 
génique diminue l’abondance du polysome (Deprost et al., 2007; Sormani et al., 2007). Le 
traitement de plants d’A. thaliana exprimant le transcrit ScFKBP12 (de Saccaromyces 
cerevisiae), à la rapamycine diminue l’activité d’AtTOR ce qui suggère que la fonction de 
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régulation de la voie TOR est conservée entre les espèces. AtS6K par exemple, possède le 
même motif ciblé par la phosphorylation que celui retrouvé dans les cellules animales ( Turck 
et al., 1998; Turck et al., 2004). De plus, il est capable de phosphoryler RPS6 lorsqu’il interagit 
avec RAPTOR (Mahfouz et al., 2006). On sait aussi que chez les mammifères S6K assure une 
fonction dans la ré-initiation de la traduction après un uORF (upstream ORF), à travers la 
phosphorylation du facteur d’élongation eIF3h qui permettrait le maintien des facteurs de 
réinitiation au ribosome 80S et entrainerait la poursuite du scan de la région UTR 
(Schepetilnikov et al., 2013). De plus, le mutant d’A. thaliana eIF3h présente une diminution 
drastique du niveau de traduction des ARNm avec uORF (Zhou et al,. 2010). Il a été proposé 
que TOR agirait dans le polysome pour maintenir S6K actif et donc eIF3h dont le statut de 
phosphorylation est nécessaire au mécanisme de réinitiation (Schepetilnikov et al., 2013). 
Cependant, les cibles majeures de phosphorylation par TOR chez les animaux, les 4E-BP, n’ont 
pour l’instant aucun équivalent chez les plantes. Même si l’importance de cette voie chez les 
plantes a déjà été démontrée, les évènements moléculaires en amont et en aval de TOR sont 
encore à déterminer.  
 
1.5. Traductome de défense d’A. thaliana 
La transcription a jusque maintenant fait l’objet de très nombreuses études, mais peu d’équipes 
se sont encore intéressées aux autres niveaux de régulation d’expression génique. Malgré le 
nombre élevé de cibles de régulation post-transcriptionnelle qui témoigne de l’importance de 
ce processus, très peu d’études se sont penchées sur l’analyse du traductome en condition de 
défense. Or on sait que l’infection d’A. thaliana avec une bactérie avirulente, induit dans un 
premier temps des changements au niveau du protéome, suivis de changements notables du 
transcriptome (Jones et al., 2004; Jones et al., 2006). Cette observation suggère que l’activation 
de la réponse de défense de type NB-LRR fait l’objet d’une régulation traductionnelle. Il est 
plus courant de retrouver des données sur le traductome de la plante modèle en condition de 
stress abiotique. Juntawong et al. (2014) et Mustroph et al. (2009b) ont caractérisé le profil de 
traduction d’A. thaliana en hypoxie selon deux méthodes. Mustroph et al. (2009b) ont 
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démontré que l’hypoxie inhibe la traduction de 70% de transcrits cytosoliques, en utilisant la 
lignée transgénique d’A. thaliana FLAG-RPL18. Cette lignée exprime la protéine ribosomale 
rpl18 marquée avec une étiquette FLAG qui va permettre d’isoler les ribosomes et les ARNm 
en cours de traduction. Par la suite, Juntawong et al. (2014) ont démontré par profilage 
ribosomique, que l’initiation est l’étape ciblée lors de l’inhibition de la traduction induite par 
le manque d’oxygène. Parmi le peu d’équipes à s’être intéressées au traductome de défense 
d’A. thaliana, ont compte notamment Moeller et al. (2012). Ces derniers ont comparé les 
ARNm présents dans le polysome avec l’ARNm total lors d’une interaction avec le virus de la 
mosaïque du Navet (TuMV). De nombreux gènes régulés au niveau de la traduction ont ainsi 
été identifiés, ce qui prouve alors que la régulation de ce processus semble impliquée dans la 
réponse au stress biotique des végétaux. Cependant, le virus utilisé dans ce pathosystème 
n’induit pas la ETI, l’identification de gènes régulés au niveau traductionnel après activation 
d’une protéine R est donc une voie non explorée. Plus récemment, il a été observé que suite à 
l’induction de la PTI par le PAMP elf18, la traduction est fortement régulée (Xu et al., 2017). 
Cette étude identifie jusqu’à 523 gènes induits au niveau de la traduction contre 43 gènes 
réprimés au niveau de la traduction grâce à des analyses d’empreintes ribosomiques après 
traitement à elF18. Parmi ces gènes, on y retrouve presque tous les composants ou des 
homologues de la voie induite par les PAMP associée à l'éthylène et aux voies de signalisation 
de la PTI. Ceci démontre que la régulation de la traduction est un mécanisme important dans 
la réponse de défense basale chez A. thaliana. Malgré tout, le traductome d’A. thaliana suivant 
l’activation d’une protéine NB-LRR, n’avait encore jamais été étudié. Pourtant en, Meteignier 
et al., (2016) ont observé lors d’une infection au virus X de la pomme de terre (PVX), une 
diminution du niveau de traduction des transcrits viraux et ce, après activation de la protéine 
NB-LRR, N. L’induction d’une réponse de défense de type NB-LRR réprimerait donc la 
traduction d’ARNm viraux. Cette étude suggère donc que la réponse de défense de type NB-




1.6 Projet de Maîtrise  
Dans le but de mieux comprendre les mécanismes de défense des plantes et la régulation qu’ils 
subissent, Meteignier et al. (2017) ont étudié le traductome d’A. thaliana après activation de 
la protéine NB-LRR, RPM1. Pour cela, les auteurs ont réalisé un croisement entre deux lignées 
transgéniques; A. thaliana FLAG-RPL18 qui comme mentionné plus tôt permet d’isoler les 
ARNm liés aux ribosomes, donc en pleine traduction, et une lignée d’A. thaliana codant pour 
l’Avr AvrRpm1 sous un promoteur inductible à la dexaméthasone (DEX). La lignée obtenue 
permet alors d’isoler les ARNm en traduction après induction d’une réponse de type NB-LRR. 
 
Figure 1.11: Concept expérimental pour l’étude du traductome de défense de type NB-LRR 
(Tirée de Meteignier et al., 2017). La lignée transgénique d’A. thaliana utilisée ici permet l’expression 
de l’Avr AvrRpm1, sous un promoteur inductible au DEX. Elle exprime aussi une protéine ribosomale 
rpl18 marquée avec une étiquette FLAG. 0h et 2h après traitement au DEX, les ARNm totaux sont 
isolés en même temps. Les ARNm liés aux ribosomes sont aussi isolés grâce à un anticorps anti-FLAG. 
Ces derniers sont convertis en ADNc et vont former les deux librairies de TRAPseq pour les ARNm 
liés aux ribosomes, et de RNAseq pour les ARNm totaux.  
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 Ces ARNm sont par la suite convertis en complémentaire (ADNc) et séquencés, les résultats 
obtenus constitueront la librairie TRAPseq (Figure 1.11). En contrepartie, les ARNm totaux 
Figure 1.12: Analyse du transcriptome et traductome de défense d’A. thaliana (Tirée de 
Meteignier et al., 2017). (A) Nombre de gènes différentiellement exprimés à la hausse (en vert) et à la 
baisse (en rouge). (B) Nombre de gènes différentiellement traduits à la hausse (en vert) et à la baisse 
(en rouge). (C, D, E) Représentation du chevauchement des gènes présents dans les différents sets sous 
forme de diagramme de Venn. (F, G, H, I) Représentation en camembert des 10 premiers gènes 
identifiés suite à l’analyse d’ontologie génique.   
 35 
 
sont aussi isolés et séquencés et constitueront la librairie RNAseq. 1292 gènes 
différentiellement exprimés (DEG) ont été détectés en comparant les données de RNAseq en 
condition témoin, et de défense, tandis que 6625 gènes différentiellement traduits (DTG) ont 
été détectés en comparant les données de TRAPseq en condition contrôle, et de défense (Figure 
1.12). L’analyse d’ontologie génique (OG term) montre que les gènes induits dans les deux 
Figure 1.13: Identification des gènes contrôlés spécifiquement au niveau de la traduction lors de 
la réponse NB-LRR (Tirée de Meteignier et al. 2017). (A) Diagramme de Venn asymétrique 
représentant les gènes avec une traduction découplée de leur transcription et ce, en condition contrôle 
(Control-specific GUTT) ou défense (Defense-specific GUTT), ou les deux (Common GUTT). (B) 
Diagramme de dispersion de l’efficacité de traduction en condition contrôle versus en condition de 
défense avec le set Common GUTT. (C) Diagramme de dispersion de l’efficacité de traduction en 







sets DEGup et DTG up font en général partie d’un processus de défense, du métabolisme 
secondaire, etc. On note par contre que le chevauchement des gènes réprimés DEGdown et 
DTGdown est plus mince que celui observé pour les gènes induits DEGup et DTGup. Les 
gènes traductionnellement réprimés font en grande majorité partie du métabolisme primaire, 
du métabolisme des carbohydrates, du développement, etc (Figure 1.12). Par la suite 
l’efficacité de traduction (TE) des ARNm est déterminée par le Log2 du ratio de la valeur en 
FPKM du TRAPseq sur la valeur en FPKM du RNAseq, dans le but d’identifier des gènes 
exhibant une efficacité de traduction découplée de leur transcription (GUTT). Une partie des 
GUTT mis en lumière arborent une TE positive ou négative similaire dans les deux conditions. 
Cependant, de nombreux gènes possèdent une TE significativement différente après traitement 
au DEX. Ainsi tous les GUTT ont été classés en trois groupes. Le « common GUTT » 
comprend les gènes avec une TE positive ou négative en condition contrôle et inversement en 
condition de défense. Le « control-specific GUTT » comprend les gènes avec une TE qui varie 
spécifiquement en condition contrôle. Enfin le « defense-specific GUTT » comprend les gènes 
avec une TE qui varie spécifiquement en condition de défense (Figure 1.13). 
 
Tableau 1: Gènes testés ou mentionnés dans cette étude et le TE qui leur correspond (Tiré de Meteignier 
et al. 2017). 
 
Tableau 2: Gènes testés ou mentionnées dans cette étude et le TE qui leur correspond (Tiré de Meteignier 
et al. 2017). 
 
Tableau 3: Gènes testés ou mentionnées dans cette étude et le TE qui leur correspond (Tiré de Meteignier 
et al. 2017). 
 
Tableau 4: Gènes testés ou mentionnées dans cette étude et le TE qui leur correspond (Tiré de Meteignier 
et al. 2017). 
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C’est ainsi qu’une liste de gènes candidats a été dressée, les gènes en question possédant une 
TE qui varie (du positif au négatif ou inversement) spécifiquement après induction d’une 
réponse de défense de type NB-LRR (Tableau 1). Des gènes tels que CIPK5 (CBL-Interacting 
Protein Kinase 5) et HBI1 (Homolog of Bee2 Interacting with IHB1) présentent respectivement 
une TE normale en condition contrôle et une TE négative en condition de défense. À l’opposé, 
LCR67 (Low-molecular-weight Cysteine-Rich 67) et LEA (Late Embryogenesis Abundant) ont 
une TE négative en condition normale et positive en condition de défense. Tous ces candidats 
font donc partie du groupe « common GUTT ». D’autres candidats intéressants font partie du 
groupe « defense-specific GUTT » tels que TOR (Target Of Rapamycin) et PGN 
(Pentatricopeptide repeat protein for Germination on NaCl), lesquels arborent une TE normale 
en condition contrôle, mais négative en condition de défense, contrairement à CCT2 
(Phosphorylcholine Cytidylyltransferase 2) qui lui, possède une TE normale en condition 
contrôle, et positive en condition de défense. Il est surprenant de réaliser que très peu de ces 
gènes n’aient été liés à quelque processus de défense jusqu’à maintenant, à part PGN qui est 
impliqué dans la résistance à un champignon nécrotrophe en plus de la résistance abiotique 
(Laluk et al., 2011). Maintenant qu’il est établi que la reprogrammation traductionnelle est une 
des causes de l’activation de la protéine NB-LRR RPM1, de nombreuses questions sont à 
aborder.  
 
Dans un premier temps, il est nécessaire de déterminer si les gènes candidats identifiés et qui 
subissent donc une régulation post-transcriptionnelle, ont un rôle dans la réponse de défense 
des plantes. Pour cela, des lignées mutantes T-DNA pour certains de ces gènes candidats vont 
être exposées à des infections par différents agents pathogènes. Il sera ainsi possible de définir 
si ces gènes régulés au niveau de la traduction sont nécessaires à l’établissement d’une réponse 
de défense, et ce, à différents niveaux (PTI, ETI et antivirale), et donc d’identifier de nouveaux 




On sait que de la traduction de nombreux transcrits est régulée assez spécifiquement après 
l’activation d’une protéine NB-LRR. Dans un second temps, il serait intéressant d’identifier le 
ou les mécanismes responsables de cette régulation. En effet, comme nous l’avons vu plus tôt 
la traduction est un processus très régulé et les ARNm sont ciblés par de nombreux mécanismes 
de régulation. Les régions transcrites, mais non traduites (UTR) sont particulièrement connues 
pour être visées par des protéines, ARN non codants, et autres composés permettant 
l’activation ou l’inhibition de la traduction du transcrit. Le plan d’étude ici vise à cloner des 
UTR 5’ et 3’ de gènes candidats dans une construction en amont ou en aval d’un gène 
rapporteur afin d’évaluer l’effet de ces régions dans la traduction du transcrit qui leur 
correspond.  
 
Toute l’analyse du traductome de défense se basant sur la plante modèle Arabidopsis thaliana, 
le troisième volet de ce projet vise à examiner la présence d’une même régulation 
traductionnelle lors d’une réponse de défense de type NB-LRR, mais chez une autre plante 
modèle : Nicotiana benthamiana. Pour cela, le plant transgénique N. benthamiana p50/L18 
sera induit en condition de défense, puis sous le même principe que l’analyse du traductome 
d’A. thaliana, l’ARNm total et lié au ribosome sera extrait. L’expression d’homologues de 
certains gènes candidats identifiés chez A. thaliana sera évaluée chez le modèle des solanacées 
par analyse qPCR. Ces analyses permettront d’affirmer ou d’infirmer que la régulation de la 
traduction des gènes candidats identifiés dans l’étude de Meteignier et al. (2017) est un 










MATÉRIELS ET MÉTHODES 
2.1 Conditions de croissance du support végétal  
2.1.1 Arabidopsis thaliana  
Les lignées mutantes homozygotes d’Arabidopsis thaliana ayant le fond génétique de 
l’écotype Col-0, ont été obtenues du Arabidopsis Ressource Centre à l’Université d’Ohio, USA 
(Alonso et al., 2003).  Les graines sont semées en sol (Agro-mix, Fafard, QC, CANADA) puis 
placées à 4°C dans le noir pendant 2 jours pour stratification. Chaque pot est placé en chambre 
de croissance sous un cycle de 12 h de jour / 12 h de nuit, 60 % d’humidité, à 22°C.  
 
2.1.2 Nicotiana benthamiana  
La lignée transgénique de Nicotiana benthamiana pTA50 est capable d’exprimer un fragment 
de la réplicase de TMV, p50, sous un promoteur inductible à la dexaméthasone (DEX). De 
plus, elle possède aussi le transgène N de Nicotiana glutinosa (Meteignier et al., 2016). La 
lignée p50/L18 peut en plus produire la protéine ribosomale rpl18 portant une étiquette FLAG 
sous le même promoteur constitutif 35S. Ces deux transgéniques ainsi que N. benthamiana de 
type sauvage (WT) ont été semées en sol (BM6, Berger, Saint- Modeste, Qc) puis placées en 





2.2 Conditions de croissance des souches bactériennes 
Pour toutes les expériences de clonages, des cellules compétentes d’Escherichia coli DH5α ont 
été utilisées. Ces cellules sont cultivées dans un milieu LB (lysogeny broth) avec 50 µg/mL de 
kanamycine à 37°C pour 24 h. Toutes les souches d’Agrobacterium tumefaciens C58C1 [qui 
portent le plasmide pEAQ-SE-F_luc ou pEAQ-SE-R_luc (Ali et al., 2015)] ont été 
transformées par électroporation. Les souches de Pseudomonas syringae DC3000 pv tomato 
(Pto DC3000) AvrRpm1, AvrRpt2 et eV ont été obtenues du laboratoire du professeur Darrell 
Desveaux (University of Toronto, ON, CANADA). Les bactéries sont inoculées sur milieu 
LBA (lysogeny broth agar) et incubées à 28°C pendant 48 h. Le milieu est supplémenté avec 
5 µg/mL de tétracycline et 50 µg/mL de kanamycine pour Agrobacterium tumefaciens, 50 
µg/mL de kanamycine et 50 µg/mL de rifampicine pour Pto DC3000.  
Tableau 2.1 Liste des lignées transgéniques d’A. thaliana testées lors des différentes infections  
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2.3 Test de résistance aux agents pathogènes 
2.3.1 Infection à Pseudomonas syringae DC3000   
Les infections sont effectuées selon le protocole décrit par Katagiri et al., (2002). Les cellules 
bactériennes sont incubées 18 h avec agitation à 28°C et 200 RPM en milieu LB liquide. Après 
centrifugation à 4000 RPM pendant 10 minutes, elles sont re-suspendues dans 5 mL de MgCl2 
10 mM stérile afin de déterminer la densité optique des cultures. Les différentes lignées d’A. 
thaliana âgées de 5 semaines sont infectées par infiltration sous vide avec une solution de 
MgCl2 10 mM, 0,004% de Silwet L-77 et une DO600 bactérienne finale de 0,002. Le nombre 
d’unités formatrices de colonies (UFC) présentes à l’intérieur de la plante est dénombré 3 jours 
post infection. La densité bactérienne est évaluée à partir de trois disques de feuille d’environ 
0,5 cm2 préalablement rincée à l’éthanol 70% puis à l’eau distillée stérile. Les disques sont 
ensuite broyés dans du MgCl2 10 mM stérile puis dilués. Les solutions diluées sont inoculées 
sur milieu LBA (voir section 2.2), puis le nombre d’UFC est dénombré à la dilution appropriée 
et normalisé avec la surface foliaire en cm2. Les résultats sont convertis au format 
logarithmique et comportent tous au minimum 3 réplicats (n=9). Les analyses statistiques sont 
effectuées par une ANOVA à composante multiple ***P<0,001, où chaque génotype est 
comparé au type sauvage Columbia-0 (Col-0). 
 
2.3.2 Infection à Hyaloperonospora arabidopsidis   
Différents génotypes d’A. thaliana sont infectés avec un inoculum d’Hyaloperonospora 
arabidopsidis (H. a.) selon le protocole de Asai, Shirasu, et Jones, 2015. Brièvement, une 
solution d’H2O et de spores est préparée à une concentration variant de 2 x 105 à 4 x 105 
spores/mL. Après propagation par spray, les plants sont placés en chambre de croissance à 
18°C et 70% d’humidité pendant 10 à 12 jours selon la sévérité des symptômes. Après 
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incubation le nombre de spores par masse fraiche (spores/MF), est déterminé pour chaque 
lignée, certains plants sont soumis à une coloration au bleu de trypan. La première étape de 
coloration consiste à infiltrer les feuilles avec une solution de phénol (non saturée), acide 
lactique, glycérol et bleu de trypan 1 mg/mL. La coloration est fixée à la chaleur, puis les 
échantillons sont trempés dans de l’hydrate de chloral 2,5 g/mL pour décoloration. Les feuilles 
sont ensuite prises en photo grâce au Zeiss Observer.Z1 (Université de Sherbrooke) et au 
LEICA MZ 16 F (University of Toronto). Les statistiques appliquées au dénombrement de 
spores sont effectuées par ANOVA à composante multiple ***P<0,001, chaque génotype est 
comparé au type sauvage Col-0.  
 
2.3.3 Infection à Plantago asiatica mosaic virus  
Des plants d’A. thaliana âgés de 3 à 5 semaines sont inoculés avec un mélange de sève infecté 
selon un protocole déjà établi par Brosseau, El Oirdi, Adurogbangba, Ma, et Moffett, 2016. 
L’inoculum est préparé à partir de feuilles de N. benthamiana infectées avec PlAMV AvrRpm1 
ou PlAMV AvrRpt2 ou PlAMV-GFP broyées dans une solution de phosphate 0.1 M à pH 7 (2 
mL/g de tissue infecté). À partir de cet inoculum, les plantes d’A. thaliana sont infectées par 
friction, puis récoltées après 7 à 16 jours post-infection. Les échantillons sont soumis à un 
immunobuvardage de type western (voir section 2.6.2) afin d’observer la présence ou l’absence 
du virus.  
 
2.4 Clonage  
Les UTR en amont et en aval des gènes CIPK5, TOR, LCR67, HBI1 et LEA d’A. thaliana 
utilisés pour les essais d’expression de luciférase sont entièrement synthétisées sous forme de 
blocks d’ADN, gBlocks® Gene Fragments (Integrated DNA Technologies, Iowa, USA) 
(Tableau 2.2). Chaque fragment est amplifié grâce à des amorces spécifiques (Tableau 2.3), la 
KOD Hot Start Polymerase (EMD Chemicals, Gibbstown, NJ, USA) est employée pour le 
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gBlock-5’UTR et la CloneAmp Hifi (Takara Bio USA, Inc.) pour le gBlock-3’UTR. Les cycles 
de chaque PCR sont programmés selon les exigences de la polymérase utilisée.  
Tableau 2.2 Séquences des deux gBlocks générées pour le clonage des régions 5’UTR et  




Les produits d’amplification sont migrés sur gel d’agarose 2 % pour s’assurer de la spécificité 
des amorces, puis subissent une extraction au phénol-chloroforme (section 2.5). Tous les UTR 
sont clonés dans le vecteur pEAQ-SE-F_Luc un dérivé du vecteur pEAQ-SE35S (Ali et al., 
2015) lui-même dérivé du vecteur of pEAQSelectK (Sainsbury et al., 2009). pEAQ-SE-F_Luc 
comporte la séquence codante pour la luciférase firefly et la cassette 35S (promoteur et 
terminateur) du virus de la mosaïque du chou-fleur (CaMV), qui a été générée préalablement 
par Chantal Brosseau. Le plasmide est linéarisé avec les enzymes de restriction HindIII-HF et 
BamHI (NewEngland Biolabs, ON, CANADA), de même que les amplicons produits à partir 
du gBlock-5’UTR afin de générer des extrémités cohésives. Le vecteur et les inserts digérés 
sont migrés sur gel d’agarose 1 % pour vérifier l’efficacité de la digestion, puis purifiés par 
extraction au phénol-chloroforme (section 2.5). La ligation des inserts dans pEAQ-SE-F_Luc 
se fait avec la T4 DNA Ligase (New England Biolabs, ON, CANADA) et son tampon T4 DNA 
Ligase Reaction Buffer (New England Biolabs, ON, CANADA). Pour le clonage des 3’UTR, 
le plasmide pEAQ-SE-F_Luc est linéarisé avec SacI-HF (New England Biolabs, ON, 
CANADA), migré sur gel d’agarose 1 % et extrait avec du phénol-chloroforme (voir section). 
Les 3’UTR sont insérés dans le vecteur en aval du gène de la luciférase firefly et ce, par 
recombinaison avec le kit In-Fusion® HD Cloning System (Takara Bio USA, Inc.) selon le 
protocole du kit. Les plasmides (vecteur + insert) sont transformés dans des cellules chimio-
compétentes d’Escherichia coli (E. coli) DH5 pour les 5’UTR et dans des cellules d’E . coli  
Stellar™ Competent Cells (Takara Bio USA, Inc.) pour les 3’UTR. La transformation se fait 
par choc thermique à 42 °C pendant 45 secondes à 1 minutes, les bactéries sont placées 1 heures 
à incubation dans du LB ou du SOC medium (Takara Bio USA, Inc.) sans antibiotiques, étalées 
sur boite et placées à 37 °C pendant 24 heures (section 2.2). Suite à l’incubation, les clones 
sont testés par PCR sur colonies avec le programme suivant : dénaturation initiale de 5 minutes 
à 95 °C, une seconde dénaturation de 30 secondes à 95 °C, une renaturation de 1 minute à Tm-
5, une élongation de 1 minute en fonction de la taille du produit attendu et de la polymérase 
utilisée, à 72 °C les trois dernières étapes sont répétées 35 fois pour finir par une élongation 
finale de 5 minutes à 72 °C. Les amorces 35SProm-Fwd 5’-CCACTATCCTTCGCAAGACC-
3’ (Tm 55,3 °C) et pEAQ-Fluc Rev 5’-CCGGGCCTTTCTTTATGTTT-3’ (Tm 53,3 °C) 
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confirment les clones portant les inserts 5’UTR. L’amorce pEAQ-Fluc 3'Fwd 5’-
CAGTCAAGTAACAACCGCGA-3’ (Tm 55,3 °C) ainsi que les amorces spécifiques anti-sens 
de chaque fragment 3’UTR (voir tableau) confirment les clones portant les inserts 3’UTR. 
 
2.5 Extraction phénol-chloroforme 
Un volume de phénol : chloroforme, alcool isoamylique (25 :24 :1) (BioShop, ON, CANADA) 
est ajouté par volume d’échantillon, puis on centrifuge 10 minutes à 13 000 RPM. La phase 
supérieure est récupérée, 3,6 µl de NaOAc 3M à pH 6.7 ainsi que 2,5 volume d’éthanol 100 % 
à 4 °C y sont ajoutés. Les tubes sont placés sur glace, ou à -20 °C pendant 5 à 10 minutes et 
centrifugés pendant 10 minutes à 14 000 RPM. Le surnageant est retiré sans déranger le culot 
d’ADN. L’étape de lavage nécessite 150 µL d’éthanol 75 % fait avec de l’eau sans RNAse, 
puis une centrifugation de 2 minutes à 14 000 RPM. Le lavage est répété, puis les échantillons 
sont laissés à sécher pendant 10 minutes, puis re-suspendus dans environ 20 µL d’eau.  
Tableau 2.3 Amorces PCR utilisées pour l’amplification des régions UTR à partir des gBlocks et 




2.6 Analyses protéiques 
2.6.1 Agroinfiltration dans Nicotiana benthamiana 
Les infiltrations à Agrobacterium tumefaciens sont réalisées sur N. benthamiana pTA50 et WT 
âgées de 4 semaines (section 2.2). Des cultures bactériennes de 18 heures avec agitation en 
milieu LB avec antibiotiques sont centrifugées 10 minutes à 4000 g. Le culot est récupéré pour 
préparer un inoculum à une DO600 finale de 0,2 dans du MgCl2 10 mM. L’inoculum est préparé 
en fonction de l’expérience et des souches Agrobacterium tumefaciens portant les 
constructions nécessaires. Les plants sont infiltrés puis placés en chambre de croissance pour 
une période allant de 1 à 3 jours post-infection en fonction des objectifs. Des échantillons de 
feuille sont ensuite récoltés pour analyse. Dans le cas de N. benthamiana pTA50, les surfaces 
foliaires précédemment agroinfiltrées sont infiltrées au DEX 32 µM, puis récoltées 6 à 24 
heures plus tard.  
 
2.6.2 Immunobuvardage de type western  
Les disques foliaires sont broyés dans de l’azote liquide, une solution tampon Laemmli (UK 
Laemmli) (4% SDS, 20% glycérol, 10% 2-mercaptoéthanol, 0.004% bleu de bromophénol, 
0,125 M Tris HCl) est ensuite rajoutée aux poudres de feuilles à un ratio de 60 µL pour 30 mg 
de poudre. Une incubation à 95°C pendant 5 minutes s’ensuit, pour finir par une centrifugation 
de 5 minutes à 13 000 g. Ces traitements ont pour effet de dénaturer les protéines ainsi que de 
leur conférer une charge négative. Après centrifugation, le surnageant est chargé sur gel SDS-
PAGE pendant 1 heure afin de séparer les protéines puis transféré sur une membrane PVDF 
(BIO-RAD, ON, Mississauga). Des anticorps monoclonaux de lapin anti-PlAMV-CP (Agdia, 
dilution 1:20000) suivis d’anticorps polyclonaux d’âne anti-IgG-rabbit couplés à la horseradish 
peroxidase (HRP) (BioLegend, 1:10000) sont utilisés pour la détection de la protéine 
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d’enveloppe du virus PlAMV. Pour la détection de la protéine fluorescente verte (GFP), on 
utilise un anticorps anti-GFP-HRP (Santa Cruz, 1:3000), les anticorps anti-FLAG-HRP 
(Sigma-Aldrich, 1:5000) pour détecter les protéines portant une étiquette FLAG comme rpl18. 
Les anticorps P-p70 S6 kinase  (Santa Cruz, 1 : 1000) et p70 S6 kinase  (Santa Cruz, 1 : 
1000) reconnaissent respectivement la forme phosphorylée et non phosphorylée de la S6 
kinase. Ces deux anticorps nécessitent une incubation avec un anticorps secondaire anti-IgG-
rabbit-HRP.  Les anti-HA-HRP (Sigma, 1:3000) identifient l’hémagglutinine de l’influenza 
(HA). Après sélection avec l’anticorps ou les anticorps nécessaires, les bandes sont révélées 
par addition de substrat de chimioluminescence améliorée, Clarity™ Western ECL Blotting 
Substrates (Bio-Rad, ON, Mississauga) puis exposées sur film d’autoradiographie 
(PROGENE, UltiDent Scientific, QC, St. Laurent).  
 
2.6.3 Quantification de la luciférase  
Après agroinfiltration avec les constructions pEAQ-SE-F_Luc-3’UTR, pEAQ-SE-F_Luc-
5’UTR, pEAQ-SE-R_luc et traitement au DEX ou traitement témoin (au MgCl2), 3 disques de 
feuille, de N. benthamiana pTA50, sont récoltés pour quantifier l’expression de la luciférase. 
Cette expérience est effectuée avec le kit Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promega, 
Wisconsin, USA) et en suivant le protocole du fabricant. Brièvement, les disques sont broyés 
dans de l’azote liquide, puis mélangés à 100 µl de tampon d’extraction, Passive lysis Buffer 
1X. Après 10 minutes de centrifugation à 13000rpm, le surnageant est récupéré et dilué à 1/3. 
Chaque échantillon est testé en triplicata de 10 µl. Dans un premier temps, l’expression de la 
luciférase Firefly est quantifiée après l’ajout de 50 µl de réactif Luciférase Assay Reagent II 
(Promega, Wisconsin, USA), grâce au lecteur de plaque Tecan GENios Microplate Reader 
(Tecan Trading AG, Switzerland). Dans un deuxième temps, 50 µl de réactif Stop et Glo® 
Reagent (Promega, Wisconsin, USA) permettent la quantification de la luciférase Renilla 
toujours avec le même lecteur de plaque. Enfin, les valeurs d’expression de la luciférase Firefly 
sont normalisées avec celles de la luciférase Renilla de l’échantillon correspondant. Une 
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seconde étape de normalisation est nécessaire pour comparer les niveaux d’expression de 
chaque condition avec la condition contrôle. Cette dernière est un plant de pTA50 infiltré avec 
un mix A. tumefaciens C58C1 portant les constructions pEAQ-SE-F_luc et pEAQ-SE-R_Luc, 
et traité au MgCl2 10 mM. Les analyses statistiques sont réalisées par une ANOVA à 
composante multiple ***P<0,001.  
 
2.7 Analyse d’expression génique 
2.7.1 Immunoprécipitation  
Après traitement à la DEX (section 2.6.1) ou au MgCl2 10 mM, les feuilles de N. benthamiana 
p50/rpl18 sont broyées dans de l’azote liquide et immunoprécipitées selon le protocole de 
Mustroph, Juntawong, et Bailey-Serres (2009a). Un tampon d’extraction de polysome [Tirs 
HCl 2 M pH 9, KCl 2 M, EGTA 0,5 M pH 8, MgCl2 1 M, Sodium deoxycolate 10% (p/v), 
Polyoxyéthylene 10 tridécyléther 20% (v/v), Détergent mix 20% (v/v) (Brij-35 20% (p/v), 
Triton X-100 20% (v/v), IgepalCA630 20% (v/v), Tween-20 20% (v/v)) dithiothréitol 1 M, 
PPI 100X, Cycloheximide 50 mg/mL, Chloramphénicol 50 mg/mL, inhibiteur d’ARN] est 
ajouté aux poudres d’échantillons pour un ratio de 100 mg de poudre pour 200 µl de détergent. 
Une série de centrifugations permet de séparer les débris solides. Alors que 10% du volume de 
chaque échantillon est mis de côté pour une extraction d’ARN total, le reste est homogénéisé 
avec des billes d’agarose couplées à un anticorps anti-HA (Sigma-Aldrich). Après une 
incubation avec agitation de 30 minutes à 4°C, le surnageant est récupéré et lavé avec un 
tampon de lavage (Tris HCl 2 M Ph 9, KCl 2 M, EGTA 0,5 M, MgCl2 1 M, Cycloheximide 50 
mg/mL, Chloramphénicol 50 mg/mL, inhibiteur d’ARN, DTT 1 M, PPI 100X) et homogénéisé 
avec des billes d’agarose couplées à un anticorps anti-FLAG (EZview™ Red ANTI-FLAG® 
M2 Affinity Gel, Sigma- Aldrich). Après une incubation de 2 heures avec agitation à 4°C, le 
surnageant est récupéré pour une extraction d’ARN (voir section 2.7.2).  
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2.7.2 Extraction d’ARN, transcription inverse et PCR quantitative  
L’ARN est extrait des échantillons obtenus suite à l’immunoprécipitation (section 2.7.1) au 
RiboZolTM RNA Extraction Reagents jusqu’à la précipitation de l’ARN, puis sur colonnes 
grâce au kit Quiagen RNeasy selon le protocole de chaque fabricant. L’ARN est converti en 
ADN complémentaire (ADNc) par transcription inverse avec la Superscript IITM Reverse 
Transcriptase Invitrogen, en suivant les instructions du fabricant. L’expression relative des 
homologues des gènes BIG (Niben101Scf06560g02002.1), TOR 
(Niben101Scf00953g08007.1) et CIPK5 (Niben101Scf01545g02007.1) chez N. benthamiana 
est quantifiée par amplification quantitative (qPCR). Les réactions de qPCR sont réalisées avec 
de l’ADNc dilué à 1/3 dans de l’eau et ajouté à un mélange de 10 µM d’amorces (sens et anti-
sens) et de Advenced qPCR Master Mix avec Supergreen LO-ROX (Wisent), chacune réalisée 
en triplicata. Le programme commun consiste en une dénaturation initale de 10 minutes à 95°C 
suivi d’une dénaturation de 4 secondes à 95°C et d’une hybridation de 4 secondes à 60°C (cette 
température peut varier on fonction du Tm de chaque amorce) ce 38 fois. L’amplification se 
poursuit à 95°C pour 10 secondes, 5 secondes à 65°C et enfin 5 secondes à 95°C. Les amorces 
utilisées sont : Fwd NB-BIG et Rev NB-BIG (Tableau 2.3) qui donnent un produit de 259 pb 
dans l’exon 5 de BIG, Fwd NB-CIPK5 et Rev NB-CIPK5 (Tableau 2.3) qui forment un produit 
de 122 pb chez CIPK5 (Tableau 2.3), Fwd-NbTOR-qPCR-2 et Rev-NbTOR-qPCR-2 (Tableau 
2.3) qui amplifient un produit de 108 pb dans l’exon 6 de TOR. Les gènes de références utilisés 
pour normaliser les résultats sont UBQ (Niben101Scf19214g00010.1), gène codant pour 
l’ubiquitine ainsi que VATP (Niben101Scf02594g10014.1) gène codant pour une ATPase de 
type V. Les amorces utilisées pour ces gènes sont UBQFor 5’- 
CATCCAAATATCAACAGTAATGG-3’ (Tm 59°C) et UBQRev 5’- 
CAAAAGTGAGCAGATTGAAAGC-3’ (Tm 62°C) pour UBQ, cette paire amplifie un 
produit de 108 pb, VATPFor 5’-CTGGTGTTTTGGGTATTTATGG-3’ (Tm 61°C) et 
VATPRev 5’- GCAAGACCACAAGCAAGACC-3’ (Tm 64°C) qui forment un produit de 130 
pb dans le gène VATP. Les Ct de chaque échantillon et pour chaque réaction sont convertis en 
expression relative (ER). Pour cela, une normalisation est d’abord effectuée sur les Ct obtenus 
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pour chaque échantillon (Ct 1) et les Ct obtenus pour la condition contrôle (Ct Ø) : Ct1 - Ct Ø = 
ΔCt1. Puis une seconde normalisation est effectuée et sur les Ct obtenus pour chaque gènes 
références (Ctref), et les Ct obtenus pour la condition contrôle sur les gènes de références 
(CtØref) : Ctref- Ct Øref = ΔCtref. La seconde étape consiste à déterminer l’expression relative 
en prenant en compte l’efficacité des amorces (EA) ER = EA1(ΔCt1) / EAref(ΔCtref). L’analyse 
statistique se fait par une ANOVA à comparaison multiple ***P<0,001, chaque valeur acquise 





3.1 Fonction des gènes candidats dans la réponse de défense  
Il a été établi par Meteignier et al. (2017) que de nombreux gènes (Tableau 1) sont régulés 
strictement au niveau de la traduction durant une réponse de défense. Pour valider l’implication 
de ces candidats dans l’immunité végétale, la susceptibilité de lignées transgéniques KO (knock 
out) pour les gènes candidats, à l’infection contre différents agents pathogènes a été testée. 
Trois pathosystèmes ont été utilisés, comprenant toujours la plante modèle Arabidopsis 
thaliana, et les pathogènes Pto DC3000 (avirulent ou virulent), H. a. et PlAMV dans chacun 
des systèmes. Les gènes sélectionnés pour la validation sont ceux qui présentaient une TE 
significativement différente, sans changement notable au niveau transcriptionnel (GUTT de 
défense, ou commun). La majeure partie des lignées transgéniques utilisées dans ces 
expériences possèdent un T-DNA dans le gène en question. Les lignées TOR RNAi (Menand 
et al., 2002) et TOR OX (Deprost et al., 2007), par contre, sont respectivement des 
transgéniques Knock down et surexprimant le gène. De plus, la lignée big doc-1 (Li et al.,  
1994) comporte une mutation ponctuelle dans le locus DARK OVEREXPRESSION OF CAB 
(DOC) faisant partie de l’ORF BIG. L’infection de plants mutants est une méthode utilisée de 
manière extensive pour démontrer l’impact d’un ou plusieurs gènes dans différentes voies de 
défenses (Katagiri et al., 2002). Bien que certains lots d’infections avec Pto DC3000 aient été 
effectués par d’autres membres du laboratoire, comme c’est le cas pour les mutants TOR OX, 
TOR RNAi, cipk5, cipk25, big et cct2, le reste des mutants ont été testés par moi-même, ainsi 





3.1.1 Fonction des gènes candidats dans le pathosystème A.thaliana - P. syringae 
DC3000 
Différents mutants d’A. thaliana pour les gènes candidats ont été infectés avec Pto EV, ou 
exprimant AvrRpm1. Le dénombrement bactérien 3 jours après infection (dpi) avec Pto 
AvrRpm1 montre une susceptibilité accrue des lignées big, cct2 et rrtf1 (Figure 3.1). Ces gènes 
ont donc un rôle dans la résistance induite par RPM1. Les trois lignées arborent tout de même 
un degré de susceptibilité différent. Le dénombrement bactérien de big est plus élevé que celui 
du type sauvage Col-0 d’un log. cct2 et rrtf1, eux, présentent une différence significative avec 
le WT (*P<0.05), mais elle n’est pas aussi impressionnante que celle de big. Ces résultats 
concordent avec ceux obtenus lors de l’analyse du traductome (Tableau 1). En effet, CCT2 et 
RRTF1 possèdent une TE presque nulle en condition contrôle et une TE positive en défense 
(GUTT de défense), tandis que le transcrit de BIG semble être inhibé en condition contrôle, et 
non en condition de défense (Tableau 1). Ces résultats sous-entendent que la traduction active 
de ces trois ARNm est nécessaire à l’établissement de la ETI.  
 
 
À l’opposé, le dénombrement bactérien 3 dpi des lignées cipk5-1 et cipk5-2 présente une 
résistance accrue à Pto DC3000 AvrRpm1 (Figure 3.1). Avec une TE positive en condition de 
contrôle, et négative après activation de RPM1, il semble que CIPK5 soit un régulateur négatif 
de la défense. Quant à CIPK25, ce dernier exhibe le même patron de régulation traductionnelle 
que CIPK5, mais à un niveau d’expression beaucoup plus modéré (Meteignier et al., 2017). 
Cette différence se reflète dans la capacité de résistance de cipk25 à Pto DC3000 AvrRpm1 
lorsque comparé à cipk5 (Figure 3.1), ce qui indique qu’une perte de CIPK25 n’affecte pas la 
réponse de défense. Les mutants TOR RNAi et TOR OX affichent des résultats intéressants 
suite à l’infection avec Pto DC3000 AvrRpm1 et EV. Comme cipk5, TOR RNAi est plus 
résistant à l’invasion bactérienne et ce, avec les deux souches de Pto DC3000. Par contre, TOR 
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OX lui, n’est pas significativement plus susceptible. Ces résultats suggèrent que l’inhibition 
de TOR et CIPK5 est nécessaire à l’établissement d’une réponse immunitaire efficace.  
 
À travers ces dénombrements bactériens, plusieurs gènes identifiés durant l’analyse du 
traductome ont été validés. Ces derniers sont donc des acteurs de la réponse de défense contre 
une bactérie virulente et / ou avirulente chez A. thaliana. En accord avec les données du 
traductome de défense de la plante modèle, des régulateurs négatifs (TOR, CIPK5 et CIPK25) 
et positifs (BIG, CCT2, RRTF1) du système immunitaire végétal ont été identifiés. Cependant, 
de nombreux mutants testés ne présentaient pas de phénotype significativement différent de 
Col-0, certains de ces candidats sont pourtant fortement régulés au niveau de la traduction. Il 
est possible que les protéines encodées par ces gènes aient un rôle dans la défense, mais 
qu’elles n’y soient pas indispensables ou qu’elles aient une fonction redondante.  
 
3.1.2 Fonction des gènes candidats dans le pathosystème A. thaliana - H. a. 
Les données précédemment obtenues par infection avec Pto DC3000 sont encourageantes, 
mais malgré la validation de certains gènes identifiés durant l’étude du traductome, plusieurs 
ne semblent avoir aucun effet notable sur la résistance contre la bactérie. Nous avons voulu par 
la suite examiner l’impact de ces gènes dans la voie de défense contre l’agent phytopathogène 
biotrophe obligatoire, Hyaloperonospora arabidopsidis (H. a.). La souche de H. a. utilisée ici 
est virulente pour l’écotype Col-0, il s’agit d’H. a. Noco2. Suite à l’infection avec H. a. Noco2, 
on observe que : le dénombrement de spores à 12 dpi, des mutants cct2 et big doc-1 indique 
une susceptibilité supérieure à celle de Col-0 (Figures 3.2 et 3.3). C’est aussi le cas dans un 
groupe d’expériences séparées pour les mutants lea et tpr (Figures 3.2 et 3.5). Les résultats 
obtenus avec cct2 et big doc-1 sont concordants avec ceux obtenus lors des essais avec Pto 
DC3000, ce qui suggère que CCT2 et BIG sont nécessaires à la résistance basale et de type 





Les barres représentent le dénombrement bactérien 0 et 3 dpi sur une échelle logarithmique. Col-0 et 
rpm1 sont des lignées contrôles. Les moyennes ont été calculées avec un minimum de trois réplicats 
biologiques indépendants et les barres d’erreurs représentent l’erreur-type. Les astérisques indiquent 
une différence significative avec une valeur P < 0.05. (A) Mutants infectés avec Pto DC3000 AvrRpm1 
montrant un nombre d’UFC (Unités formatrices de colonies) supérieur au type sauvage à 3 dpi. (B) 
Différents mutants pour le gène CIPK5 et Col- 0 infectés avec Pto AvrRpm1 et analysés comme en 
(A). (C) Plantes transgéniques TOR RNAi et TOR OX (overexpressed) infectées avec Pto AvrRpm1 
comme en (A). (D) Lignées TOR RNAi et TOR OX testées avec Pto eV et analysées comme 
précédemment. (E) Mutants infectés avec Pto DC3000 AvrRpm1 montrant un nombre d’UFC non 
significativement différent du type sauvage à 3 dpi. 




Les données d’infections de H. a. Noco2 obtenues avec lea et tpr sont très intéressantes car 
tous deux n’ont donné aucun effet significatif lors de l’infection avec Pto DC3000. Durant 
l’analyse du traductome, LEA possède une TE positive après traitement au DEX, ce qui suggère 
que LEA est requis pour la réponse de défense basale des plantes. Cependant il est important 
de noter que LEA est connue pour exercer un rôle dans la résistance aux chocs abiotiques, dont 
le froid (Tolleter et al., 2007). Or, le processus d’infection avec H. a. nécessite une incubation 
à 18°C, ce qui pourrait expliquer la prolifération accrue de spores sur le mutant dans de telles 
conditions et l’absence de phénotype lors de l’infection avec Pto DC3000 (section 3.1.1). À 
l’opposé, TPR (AT1G07280) a une TE proche de 0 en condition contrôle, et négative après 
traitement au DEX.  
 
Ces résultats sont difficiles à expliquer, il pourrait exister plusieurs raisons à cette observation; 
(1) AT1G07280 est strictement nécessaire à la PTI, et a un effet néfaste sur la ETI, ou (2) il 
fait partie d’une boucle de rétroaction. Mais ces hypothèses sont à confirmer. Les mutants 
cipk5-1 et cipk5-2 (qui sont deux lignées T-DNA indépendantes) arborent les mêmes patrons 
de résistance à H. a. Noco2, que ceux obtenus avec Pto DC3000 (Figures 3.2 et 3.3). Ces 
résultats pointent vers l’hypothèse que CIPK5 est un régulateur négatif de la ETI, mais aussi 
du mécanisme de défense basale d’A. thaliana. Enfin, comme précédemment testé avec Pto 
DC3000, TOR RNAi est plus résistant à H. a. Noco2 que le témoin Col-0. Il est à noter ici que 
le mutant TOR OX qui ne présentait aucun phénotype intéressant lorsque infiltré avec la 
bactérie, possède une susceptibilité accrue à H. a. Noco2 (Figures 3.2 et 3.4). Cette observation 
sous-entend que TOR agisse en tant que régulateur négatif de la ETI, mais aussi de la PTI.  
 
En plus d’être impliqués dans la voie de type NB-LRR, plusieurs candidats testés ici ont aussi 
un impact sur la voie de défense basale. C’est le cas de TOR, CIPK5, BIG et CCT2, qui 
conservent le même patron de susceptibilité ou de résistance que durant l’invasion de Pto 
DC3000. Ajouté à ça, deux mutants n’ayant montré aucun phénotype avec Pto DC3000, sont 
plus susceptibles à H. a. Noco2. En effet, LEA et TPR ont un rôle dans la PTI, mais ne semblent 





Figure 3.3 :  Coloration au bleu de Trypan de feuilles de Col-0 et cipk5 infectées à H. a. Noco2 
avec un inoculum proche de 4 x 105 spores/mL. Les flèches blanches indiquent la HR, les rouges les 
sporangiospores et les vertes les hyphes. 
 
Figure 3.2 : Infection H. a. Noco2 sur de multiples lignées KO d’A. thaliana pour une sélection de 
gènes candidats. Dénombrement de spores par gramme de matière fraiche sur les lignées indiquées, 
infectées avec HpA Noco2, à 12 dpi sur quatre expériences indépendantes, toutes avec un inoculum 
initial qui varie entre 2 x 105 et 4 x 105 spores/mL. Les moyennes ont été calculées avec un minimum 
de trois réplicats biologiques indépendants et les barres d’erreurs représentent l’erreur-type. Les 
statistiques sont effectuées par ANOVA à composante multiple ***P<0,001, chaque génotype est 




3.1.3 Fonction des gènes candidats dans le pathosystème A. thaliana – PlAMV 
Comme mentionné plus tôt, on sait que l’activation d’une protéine NB-LRR, peut mener à la 
répression de la traduction de transcrits viraux (Meteignier et al., 2016). Suite à cette 
observation, nous avons voulu examiner l’impact potentiel que pourraient avoir les candidats 
régulés au niveau de la traduction sur la résistance virale. Afin d’observer l’effet de la mutation 
de certains gènes candidats sur l’infection virale, nous y avons mesuré la propagation de 3 
souches différentes du virus Plantago asiatica mosaic virus (PlAMV); PlAMV-AvrRpm1, 
PlAMV-AvrRpt2 ainsi que PlAMV-GFP comme témoin positif. Par immunobuvardage de type 
western (WB), il a été possible de comparer la propagation du virus dans chaque plant grâce à 
un anticorps anti-PlAMV-CP (section 2.6.2). 
d e 
Figure 3.4: Coloration au bleu de Trypan de plants infectés avec H. a. Noco2. Photos de feuilles 
de (a) Col-0, (b) TOR RNAi, (c) TOR OX, (d) cct2 et (e) doc1 colorées au bleu de Trypan 12 dpi 
avec Hpa Noco2. Cette coloration met en avant les hyphes, oospores ainsi que la mort cellulaire. 
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Sept à seize jours après inoculation avec PlAMV-AvrRpm1, on observe aucun changement de 
phénotype chez de nombreux mutants (Figure 3.6). Les WB qui s’en suivent reflètent le 
phénotype observé, c’est-à-dire l’absence du virus chez la plupart des plants, sauf chez les 
témoins positifs; rpm1, Col-0 inoculé avec PlAMV-GFP et chez le mutant cct2. Il est cependant 
nécessaire de préciser que le résultat positif obtenu sur le mutant cct2 ne survenait qu’a une 
faible fréquence. C’est-à-dire que sur les trois réplicats effectués, seulement un essai présentait 
un résultat positif.  
 
Figure 3.5 : Infection avec H. a. sur les mutants lea et tpr. Photos de plantes mutantes pour les gènes 
LEA, TPR ainsi que Col-0, 12 dpi après infection avec H. a. Noco2. Les flèches blanches indiquent la 





Même après avoir réitéré le réplicat, il a été impossible de retrouver le phénotype susceptible. 
Il est probable que la protéine soit nécessaire à la résistance virale, mais pas indispensable.  Il 
est connu que RPM1 tend à enclencher une réponse de défense plus robuste que celle induite 
par RPS2, ce qui pourrait expliquer l’absence de phénotype lors de l’infection avec PlAMV-
AvrRpm1. Les mêmes lignées mutantes ont donc été infectées avec PlAMV-AvrRpt2. Après 
une incubation de 16 jours, les WB révèlent une accumulation virale nulle, même pour cct2 
(Figure 3.7). Jusqu’à présent, de nombreux candidats régulés au niveau de la traduction durant 
la réponse de défense chez A. thaliana ont un rôle dans la résistance végétale. Suite aux 
résultats obtenus lors des essais viraux, il semble que CCT2 soit la seule protéine identifiée 
lors de l’analyse du traductome, qui est nécessaire à la réponse antivirale.  
 
Les infections avec différents phytopathogènes ont permis de confirmer l’implication de 
nombreux candidats identifiés lors de l’étude du traductome, dans la réponse de défense de 
type NB-LRR, et basale d’A. thaliana. RRTF1 est requis pour la résistance induite par RPM1. 
BIG est nécessaire à l’établissement de la PTI et de la ETI. À l’opposé, la répression des 
transcrits de TOR, CIPK5 et CIPK25 est essentielle au déploiement des mécanismes de 
résistance basale et de type NB-LRR. LEA et TPR sont utiles à la résistance basale, montrant 
ainsi que lorsque certains candidats sont requis pour l’immunité envers plusieurs pathogènes, 
d’autres semblent nécessaires contre un type spécifique de pathogène.   
Figure 3.6 : Infection avec PlAMV AvrRpm1 de mutants d’A. thaliana. Western blot anti CP-




Western blot anti CP-PlAMV (Coat protein) sur des mutants d’A. thaliana infectés avec PlAMV 
AvrRpt2 et GFP, à 16 dpi. 
 
Enfin, tous ces essais infectieux ont mené à l’identification d’un nouvel acteur des systèmes 
de défenses d’A. thaliana. En effet, CCT2 est la seule protéine qui possède un rôle dans la 
résistance contre les trois agents pathogènes testés.  
 
3.2 Régulation traductionnelle des gènes candidats 
Grâce aux résultats obtenus précédemment, on sait que la traduction de nombreux ARNm 
endogènes est régulée suite à l’activation d’une protéine NB-LRR. On sait aussi que cette 
régulation ne se reflète pas dans la quantité d’ARNm présent dans la cellule hôte. Cela sous-
entend que ces transcrits seraient ciblés par un ou des mécanismes de régulation 
traductionnelle. La traduction est un des processus biologiques les plus régulés car il est très 
énergivore. Il existe donc plusieurs mécanismes de régulation traductionnelle connus qui ont 
un vaste éventail de cibles dont plusieurs sont listées plus haut. Suite à une étude de Munusamy 
et al. (2017), on sait que beaucoup de gènes régulés strictement au niveau de la traduction 
possèdent des UTR en 5’ et /ou en 3’ de plus de 10 nucléotides. Ces régions jouent un grand 
rôle dans la capacité de traduction des transcrits, elles peuvent comporter des sites de liaison 
aux miRNA, des uORF, et autres régions très conservées. Afin d’identifier le ou les 
mécanismes qui contrôlent la traduction des gènes candidats, notre intérêt s’est donc porté sur 
les 5’ et 3’ UTR de ces gènes.  
Figure 3.7 Infection avec PlAMV AvrRpt2 de mutants d’A. thaliana 
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La stratégie employée ici est de cloner les UTR en question en amont ou en aval d’un gène 
codant pour la luciférase. En mesurant l’expression du gène rapporteur, il est possible de 
déterminer si ces régions sont ciblées par une voie de régulation traductionnelle.  
 
3.2.1 Clonage des UTR 
Afin d’évaluer le rôle des UTR de gènes candidats dans la régulation de leur traduction, les 
régions 5’ et 3’ UTR de certains candidats ont été clonées en amont, ou en aval du gène 
rapporteur pour la luciférase (section 2.4). La sélection s’est principalement basée sur les gènes 
fortement régulés au niveau de la traduction, ainsi que des gènes qui ont déjà fait l’objet de 
nombreuses études (Tableau 1). Elle s’est finalement portée sur les gènes candidats; CIPK5, 
TOR, LCR67, LEA, BIG et HBI1. Le but ici est de générer deux vecteurs par gène, un 
comportant la région 5’UTR et l’autre avec la région 3’UTR, afin d’observer les effets de 
chaque UTR individuellement, ou ensemble lorsque co-exprimés. Les UTR sont synthétisés à 
partir de séquences retrouvées dans la banque de données TAIR (The Arabidopsis Information 
Ressource) et Araport11 (Arabidopsis Information Portal).  
Figure 3.8 : Séquence de la région 5’UTR de CIPPK5 chez A. thaliana. Les 566 premiers nucléotides 
(sur 2250 pb) de la séquence de CIPK5, incluant la région 5’UTR de 208 pb (vert), l’uORF de 96 pb 
(rose) et le début de la séquence codante (violet). L’UTR en 5’ a été choisie suite à l’étude menée par 
Munusamy et al., (2017) ils ont aussi identifié l’uORF grâce à l’outils UTRscan (Mignone et al., 2002) 
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Les UTR en 5’ et en 3’sont clonés selon deux stratégies distinctes (section 2.4 et Figure 3.10). 
Après avoir amplifié et digéré les 5’UTR correctement, ces derniers sont insérés dans le vecteur 
pEAQ-SE-F_Luc. De par leur petite taille (49 pb pour 5’UTR-LCR67 et 78 pb pour 5’UTR-
LEA) plusieurs étapes du clonage furent plus complexes que prévu. Seules les régions 5’UTR 
de CIPK5 et TOR ont pu être clonées. Même si selon Tabata et al., (2000), la région 5’UTR de 
CIPK5 ferait 372 bp, seulement les 208 bp en amont de la séquence codante ont été choisi 
selon l’étude menée par Munusamy et al., (2017), cette séquence contient un petit ORF de 96 
bp identifié dans la même étude (Figure 3.8). La région 5’UTR de TOR fait 376 bp (Theologis 
et al., 2000) (Figure 3.9). Les autres 5’UTR ont bien été insérés dans le vecteur, mais la 
vérification par séquençage n’a jamais été concluante. L’intégrité de la séquence est 
primordiale dans ce contexte : dans l’éventualité où une mutation se serait infiltrée dans 
l’insert, elle pourrait perturber les potentiels mécanismes de régulation ciblant la région. La 
stratégie de clonage des 3’UTR implique une enzyme de fusion qui détecte les extrémités 
chevauchantes des fragments. Il est donc nécessaire d’amplifier les inserts avec des amorces 
ayant 15 nucléotides d’homologie avec les extrémités du vecteur ouvert après digestion (Figure 
3.10). 
Figure 3.9 : Séquence de la région 5’UTR de TOR chez A. thaliana. Les 452 premiers nucléotides 
(sur 8200 pb) de la séquence de TOR, incluant la région 5’UTR de 376 pb (rose) et le codon d’initiation 




La nécessité d’homologie entre l’insert et le vecteur rendrait la méthode plus efficace et 
précise. Malgré de très nombreuses tentatives, aucun clonage de 3’UTR n’a été complété 
jusqu’à la fin. 
 
 
 Figure 3.10 : Stratégie de clonage In-fusion (Tirée de Clontech, 2012) (voir texte pour détails) 
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L’étape limitante semble être la digestion du vecteur, car après transformation des plasmides 
contenant l’insert, le taux de clones faux positifs est très élevé. Puisque la méthode choisie ne 
repose pas sur une ligation, il a été conclu que la digestion du vecteur faisait défaut. Cependant, 
après plusieurs étapes de vérification quant à l’état de digestion du vecteur comme la migration 
sur gel du plasmide digéré, la transformation du plasmide ouvert dans E. coli DH5α, etc. le 
clonage fut toujours infructueux. Dû au manque de temps, les clonages n’ont pas été 
poursuivis, mais les expériences de quantification de luciférase ont tout de même été effectuées 
sur les vecteurs pEAQ-SE-F_Luc-5’UTR-CIPK5 et pEAQ-SE-F_Luc-5’UTR-TOR.  
 
3.2.2 Quantification de l’expression de la luciférase 
La quantification de l’expression d’un gène rapporteur, ici la luciférase, est une méthode qui a 
été adaptée de son utilisation première qui visait à examiner la régulation transcriptionnelle de 
gènes par des promoteurs ou facteurs de transcription. La technique est maintenant 
couramment utilisée pour déterminer la présence de site de liaison aux miRNA (Jin et al., 
2013). 
 
3.2.2.1 Région 5’UTR de CIPK5 et TOR 
Les régions transcrites, mais non traduites en 5’ des gènes CIPK5 et TOR ont été clonées en 
amont d’un gène rapporteur dans le vecteur pEAQ-SE-F_Luc. Le gène rapporteur en question 
code pour la luciférase firefly et la quantification de son expression permet d’évaluer l’effet 
des 5’UTR sur la traduction du gène correspondant. Chaque construction a été transformée 
dans Agrobacterium tumefaciens C58C1, puis infiltrée dans N. benthamiana pTA50 (section 
2.6.1). La lignée transgénique N. benthamiana pTA50 possède le gène codant pour l’Avr P50 
qui est la réplicase de TMV, sous un promoteur inductible au DEX (Aoyama et Chua, 1997). 
Elle possède aussi le transgène codant pour la protéine NB-LRR, N de Nicotiana glutinosa 
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capable de reconnaitre P50 et d’induire une réponse de défense qui est exprimée 
constitutivement (Bhattacharjee et al., 2009; Peart et al., 2002).  
 
La méthode utilisée ici nécessite la co-infiltration du même vecteur, mais qui possède le gène 
de la luciférase renilla qui agit comme contrôle interne et permet la normalisation des résultats. 
Figure 3.11 : Expression de la luciférase en condition de défense. Des plants de N. benthamiana 
pTA50 ont été co-infiltrés avec Agrobacterium tumefaciens C58C1 portant le gène de luciférase Firefly 
la région 5’UTR de TOR ou de CIPK5 et avec C58C1 portant le gène de luciférase Renilla. 
L’expression de la luciférase est mesurée 3 jours après infiltration puis 6 heures après traitement au 
DEX (30 uM) ou au MgCl2 (10 mM). La quantification se fait par normalisation du niveau d’expression 
de Firefly sur celui de Renilla qui agit ici comme contrôle interne. Les moyennes ont été calculées avec 
un minimum de trois réplicats biologiques indépendants et les barres d’erreurs représentent l’erreur-
type. Les statistiques sont effectués par ANOVA à composante multiple ***P<0,001, chaque génotype 




Suite à la quantification de la luciférase, on n’observe aucune différence significative entre la 
condition contrôle (MgCl2) et en défense (DEX) pour la construction pEAQ-SE-F_Luc-
5’UTR-CIPK5. Cet effet est aussi observé pour le plasmide pEAQ-SE-F_Luc-5’UTR-TOR 
qui ne présente aucune différence d’expression entre le contrôle et le traitement au DEX 
(Figure 3.11). On note cependant que la présence de l’UTR de CIPK5 semble avoir un effet 
considérable sur l’expression de la luciférase toutes conditions confondues, lorsque comparé 
au vecteur contrôle pEAQ-SE-F_Luc. Ces résultats indiquent que le 5’UTR de CIPK5 pourrait 
être ciblé par un mécanisme de régulation de la traduction, mais que ce dernier ne semble pas 
être régi par l’établissement d’une réponse de défense de type NB-LRR. Il serait intéressant 
d’examiner l’effet des régions 3’UTR correspondant à ces gènes, ou même l’effet synergique 
que pourrait avoir la présence des deux régions 5’ et 3’ UTR sur la traduction.   
 
3.2.2.2 Site de liaison au miR5021 
Grâce à une étude menée par Munusamy et al. (2017), on sait que de nombreux gènes identifiés 
lors de l’analyse du traductome possèdent des sites de liaisons à plusieurs miRNA. On note 
que plusieurs gènes régulés au niveau de la traduction possèdent un site de liaison au miR5021 
dans leur région 3’UTR. Parmi ces gènes on compte notamment AT3G54220 et AT3G25660 
qui codent respectivement pour une protéine avec un domaine bZIP, et une protéine de la 
famille des amidases. Ces deux candidats font partis des gènes inhibés au niveau de la 
traduction en défense (GUTT défense). Afin d’examiner le rôle de ces régions dans la 
régulation post-transcriptionnelle, elles ont été clonées dans le vecteur pEAQ-SE-F_Luc par le 
laboratoire du Pr Martina V. Stromvik à l’université McGill. Ce plasmide contient aussi un 
gène rapporteur pour la luciférase firefly. Deux vecteurs par gène ont été générés, une 
construction avec la région 3’UTR intacte (Conserve), et une construction avec la même 






Suivant le même principe énoncé précédemment, chaque plasmide est infiltré dans N. 
benthamiana pTA50 avec ou sans co-infiltration d’une construction contenant le miR5021 lui-
même. Par la suite, l’expression de la luciférase y est mesurée après traitement contrôle ou au 
DEX. Les données obtenues sous-entendent que le 3’UTR de AT3G54220 aurait un effet sur 
Figure 3.12 : Effet du miR5021 sur l’expression de la luciférase, avec infiltration du miR5021. 
Quantification de l’expression de la luciférase chez N. benthamiana pTA50 co-infiltré avec 
Agrobacterium tumefaciens C58C1 exprimant le 3’UTR de AT3G54220 ou de AT3G25660 avec un 
site de liaison au miR5021 conservé (Conserve) ou remplacé par une séquence aléatoire (Random) avec 
le gène firefly luciférase, avec C58C1 portant le gène de Renilla luciférase et avec C58C1 exprimant le 
mir5021. L’expression de la luciférase est mesurée 3 jours après infiltration puis 6 heures après 
traitement au DEX (30 uM) ou au MgCl2 (10 mM). La quantification se fait par normalisation du niveau 
d’expression de Firefly sur celui de Renilla qui agit ici comme contrôle interne. Les moyennes ont été 
calculées avec un minimum de trois réplicats biologiques indépendants et les barres d’erreurs 
représentent l’erreur-type. Les statistiques sont effectuées par ANOVA à composante multiple 





la traduction du gène rapporteur, effet qui serait dépendant de l’activation de la protéine N 
(Figures 3.12 et 3.13). En effet, la traduction de la luciférase est plus élevée en condition de 
défense et en présence de l’UTR, ce qui peut se traduire par une inhibition de l’activité du 
miRNA. Cependant l’effet semble significatif seulement quand le miR5021 est co-infiltré 
(Figure 3.12).  
Figure 3.13 : Effet du miR5021 endogène sur l’expression de la luciférase. Quantification de 
l’expression de la luciférase chez N. benthamiana pTA50 co-infiltré avec Agrobacterium tumefaciens 
C58C1 exprimant le 3’UTR de AT3G54220 ou de AT3G25660 avec un site de liaison au miR5021 
consevé (Conserve) ou remplacé par une séquence aléatoire (Random) avec le gène firefly luciférase, 
avec C58C1 portant le gène de Renilla luciférase. L’expression de la luciférase est mesurée 3 jours 
après infiltration puis 6 heures après traitement au DEX (30 uM) ou au MgCl2 (10 mM). La 
quantification se fait par normalisation du niveau d’expression de Firefly sur celui de Renilla qui agit 
ici comme contrôle interne. Les moyennes ont été calculées avec un minimum de trois réplicats 
biologiques indépendants et les barres d’erreurs représentent l’erreur-type. Les statistiques sont 
effectuées par ANOVA à composante multiple **P<0,01, chaque génotype est comparé au type 





Le but de ce volet était d’identifier un possible mécanisme de régulation de la traduction 
conservé à travers différents gènes candidats. Malgré la grande variabilité des données et 
l’absence de différence significative quant à l’expression du gène rapporteur pour le 3’UTR de 
AT3G25660, celui de AT3G54220 à un effet significatif.  Malgré le fait que ces deux gènes 
aient été identifiés comme étant inhibés au niveau de la traduction après activation de RPM1, 
l’expérience réalisée montre une augmentation de l’expression de AT3G54220 après 
traitement au DEX. Il est aussi important de noter que cet effet n’est visible que lorsque le 
miR5021 est co-infiltré. Puisque très peu d’information est disponible sur miR5021, ce dernier 
pourrait alors faire partie de ces miRNA capables d’induire la traduction (Ni et Leng, 2016; 
Rusk, 2008). Ainsi, le taux d’expression endogène du miR5021 serait trop faible pour observer 
un effet.  
 
3.3 Maintien de la régulation traductionnelle chez Nicotiana benthamiana.  
Jusqu’à présent on sait que jusqu’à 500 gènes arborent une efficacité de traduction différente 
lorsque A. thaliana fait face à une infection nécessitant une réponse de défense de type NB-
LRR (Meteignier et al., 2017; Munusamy et al., 2017). Les nombreux résultats précédemment 
obtenus indiquent que certains de ces gènes ont un rôle dans la PTI et/ou la ETI. De nouveaux 
acteurs des voies de résistances d’A. thaliana ont ainsi été identifiés. La possibilité d’une telle 
régulation chez d’autres espèces, elle, n’a jamais été investiguée. En effet, certains des 
candidats font partie de processus biologiques très conservés, comme c’est le cas de TOR 
(Dobrenel et al., 2016) et CIPK5 (Kanwar et al., 2014). Les niveaux de transcription et de 
traduction ont ainsi été comparés pour un groupe défini de gènes candidats, chez N. 
benthamiana et ce, après activation d’une protéine NB-LRR. Les essais ont été effectués sur 
la lignée transgénique N. benthamian p50/L18 qui résulte d’un croisement entre les lignées 
pTA50 et rpL18 (section 2.7.1). En plus d’exprimer P50 et N, elle possède une protéine 
ribosomale rpL18 marquée avec une étiquette FLAG. Il est alors possible grâce à un anticorps 
anti-FLAG d’isoler les ARNm liés aux ribosomes, donc en traduction active. L’expression et 
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la traduction des gènes; CIPK5, TOR et BIG en condition contrôle et de défense a été mesurée 
par analyses qPCR.  
 
3.3.1 Homologues des gènes candidats chez N. benthamiana 
Les gènes choisis ici sont connus pour être conservés à travers les espèces. TOR est une kinase 
extensivement étudiée, et est retrouvée autant chez les animaux que les végétaux (Holz et al., 
2005). BIG joue un rôle important dans le transport de l’auxine et est un gène similaire au gène 
Calossin retrouvé chez la Drosophile, chez Caenorhabditis elegans et dans le génome humain 
(Gil et al., 2001). À part chez A. thaliana, aucun homologue de ce gène n’a été caractérisé chez 
les végétaux pour l’instant. CIPK5 est un membre de la cascade de signalisation contrôlée par 
TOR (Crozet et al., 2014; Dong et al., 2015), et a jusque-là été identifié chez le riz en plus de 
la plante modèle (Kanwar et al., 2014). Cependant, aucun d’entre eux n’a encore été caractérisé 
chez N. benthamiana qui est le support biologique choisi ici. La banque de donnée de Sol 
Genomics Network qui répertorie des données sur le génome de plusieurs Solanacées a été 
utilisée pour déterminer les homologues de ces trois gènes chez N. benthamiana. Le génome 
de N. benthamiana dispose d’un gène identifié Niben101Scf00953g08007.1 qui possède un 
domaine de liaison à la rapamycine. Niben101Scf01545g02007.1 est le seul gène homologue 
à atCIPK5 et est identifié CBL-interacting protein kinase 5. Ce dernier, similaire à atCIPK5, 
ne dispose que d’un seul exon. Enfin, l’homologue le plus proche de atBIG est 
Niben101Scf06560g02002.1 décrit comme Auxin transport protein BIG. Ces trois gènes ont 








3.3.2 Gènes de référence 
Il est connu que pour valider des données obtenues par qPCR, il est nécessaire de les normaliser 
par rapport au niveau d’expression d’un ou plusieurs gènes de référence, dont l’expression est 
stable dans toutes les conditions testées. Il est donc important d’adapter la sélection du ou des 
gènes de référence au contexte spécifique des expériences menées. Certaines équipes se sont 
penchées sur l’identification de gènes de référence stables lors d’infections à une vaste gamme 
de virus, mais chez A. thaliana (Lilly et al., 2011). D’autres ont basé leurs études sur N. 
benthamiana et ont identifié parmi 16 différents gènes, PP2A, F-BOX et L23 comme étant les 
plus stables durant une infection virale (Liu et al., 2012). Mais à ce jour, aucune étude n’a 
déterminé de gènes de référence adéquats dans notre cas. Le modèle utilisé ici implique que 
les gènes de référence choisis soient stables après traitement à la DEX, et que leurs niveaux de 
traduction et transcription soient similaires, puisqu’une partie des ARNm extraits sont liés aux 
ribosomes. La stabilité de 6 gènes couramment utilisés comme références a été mesurée après 
traitement au MgCl2 (contrôle) et à la DEX (défense). 
 
Les gènes testés ici sont les gènes codant pour EF1α, pour la Tubuline alpha (TUBα), pour 
l’actine (ACT), pour l’ubiquitine (UQB), pour l’homologue A de la protéine vacuolaire de 
fusion MON1 (SAND) et pour l’ATPase de type V (VATP) (Tableau 2.3). Dans un premier 
temps, l’efficacité des paires d’amorces correspondant à chaque gène a été testée. Par des 
réactions de qPCR sur des dilutions en série il est possible de corréler la quantité d’ARN (en 
format logarithmique) avec la moyenne des Ct de chaque réplicat. L’efficacité des amorces 
peut ainsi être déterminée grâce au renvoi de la pente de la droite de régression linéaire formée 
à partir des données mentionnées plus tôt. Une paire d’amorces est considérée efficace 
lorsqu’elle présente un pourcentage ≥ 90% (Tableau 2.3). Toutes les amorces testées ici ont 
une efficacité supérieure à 90% et seront donc utilisées pour déterminer la stabilité 
d’expression des différents gènes de référence sélectionnés. Après avoir effectué des réactions 
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Figure 3.14 : Stabilité d’expression des gènes de référence. Classement des gènes de référence selon 
leur stabilité après traitement au DEX et après traitement contrôle. Les Ct ont été déterminés par qPCR 
pour chacun des gènes testés. (A) Classement de stabilité d’expression des gènes selon l’algorithme de 
NormFinder. (B) Classement de stabilité d’expression des gènes selon l’algorithme de GeNorm. (C) 
Classement de stabilité d’expression des gènes selon la méthode du Delta Ct. (D) Classement de 
stabilité d’expression des gènes selon l’algorithme de BestKeeper. (E) Classement général de stabilité 






développé pour l'évaluation et le criblage de gènes de référence. Cet outil intègre la plupart des 
programmes d’évaluation de stabilité disponibles tels que : geNorm, Normfinder, BestKeeper, 
et le technique du Delta Ct. La compilation des résultats obtenus par tous les algorithmes 
permet des conclusions robustes. À la suite de ces analyses, le gène codant pour l’Ubiquitine, 
UQB et celui codant pour l’ATPase de type V, VATP semblent être les plus stables dans notre 
contexte (Figure 3.14) Ces deux gènes seront donc utilisés lors de l’analyse d’expression des 
homologues de NbBIG, NbTOR et NbCIPK5 en condition de défense 
 
3.3.3 Immunoprécipitation de l’ARN de N. benthamiana  
Dans le but d’isoler les ARNm liés aux ribosomes d’A. thaliana en conditions de défense et 
contrôle, ces derniers sont immunoprécipités après traitement au DEX ou au MgCl2. 
L’immunoprécipitation est rendue possible grâce à des billes anti-FLAG (section 2.7.1). Elle 
est suivie d’une extraction d’ARNm, au même moment, une fraction des échantillions destinés 
à l’immunoprécipitation est mise de côté pour permettre l’extraction d’ARNm totaux (section 
2.7.2). La qualité de ces ARNm est évaluée par migration sur gel d’agarose 1.5 %, la présence 
de deux bandes intactes indique que l’ARNm est non dégradé (Figure 3.15). Le gel n’étant pas 
dénaturant, les deux bandes représentent les deux sous-unités ribosomales. L’ARNm extrait 
étant de qualité suffisante et en quantité acceptable (résultats non présentés), il est possible de 
Figure 3.15 : Migration d’ARN sur gel d’agarose. ARN isolé par immunoprécipitation (IP) et ARN 
total isolé par extraction phénol-chloroforme (Total), après traitement au DEX et traitement contrôle 




procéder à la production de l’ADNc par RT-PCR, puis à l’analyse d’expression de NbTOR, 
NbCIPK5, et NbBIG. 
 
3.3.4 Expression de gènes candidats chez Nicotiana benthamiana  
Après avoir identifié les homologues des gènes candidats chez N. benthamiana, déterminé 
quels sont les gènes de référence les plus stables dans ce contexte spécifique, validé la qualité 
des ARNm extraits et les avoirs convertis en ADNc, il est maintenant possible de procéder à 
la quantification de l’expression relative de BIG, TOR et CIPK5. Comparer la quantité relative 
d’ARNm en traduction et la quantité d’ARNm total après induction d’une réponse de type NB-
LRR (DEX), ou en condition contrôle, va permettre d’évaluer si la régulation de la traduction 
en défense est conservée à travers les espèces.  
 
Les analyses d’expression relative ne démontrent malheureusement pas de différence 
significative entre l’ARNm en traduction (lié aux ribosomes) et l’ARNm total aussi bien après 
traitement au DEX ou au MgCl2, pour BIG et TOR (Figure 3.16). Même si l’écart n’est pas 
significatif, il est intéressant de noter que l’expression de TOR et BIG semble augmenter suite 
à l’activation de Rpm1. Cette observation est en accord avec les résultats obtenus chez A. 
thaliana dans le cas de BIG dont le transcrit est induit en défense (Tableau 1). Par contre, cette 
remarque n’est pas valable pour TOR, puisque le transcrit de ce dernier est réprimé en défense 
(Tableau 1). À l’image de TOR et BIG, CIPK5 ne présente pas de différence significative entre 




Figure 3.16 : Expression relative de gènes candidats en condition de défense. Quantification de 
l’expression relative de (A) BIG, (B) TOR et (C) CIPK5 chez N. benthamiana en réponse à AvrRpm1, 
sur des ARNm liés aux ribosomes (IP) ou totaux (total). Les Ct de chaque échantillon et pour chaque 
réaction sont convertis en expression relative (ER). Pour cela, une normalisation est d’abord effectuée 
sur les Ct obtenues pour chaque réaction, avec les Ct obtenues pour la condition témoin; l’extrait totale 
d’ARN des plantes traitées au MgCl2 Ct de l’échantillon testé 1 - Ct Témoin = ΔCt1, Ct du gène de 
référence - Ct Témoin = ΔCtref. La seconde étape consiste à déterminer l’expression relative en prenant 
en compte l’efficacité des amorces(EA) ER = EA1(ΔCt1) / EAref(ΔCtref). L’analyse statistique se fait par 
une ANOVA à comparaison multiple ***P<0,001, chaque valeur acquise après traitement au DEX est 
comparée aux valeurs après traitement témoin. Les moyennes ont été calculées avec deux reliquats 




Même s’il est impossible d’observer un écart représentatif, le patron d’expression de CIPK5 
chez N. benthamiana semble suggérer que l’expression de ce gène est réprimée après 
traitement au DEX (Figure 3.16) ce qui est en accord avec les résultats du traductome de 
défense d’A. thaliana.  
 
Les résultats obtenus dans cette analyse pointent vers la déduction que la régulation post-
transcriptionnelle de BIG, TOR et CIPK5 observée chez A. thaliana en réponse à AvrRpm1 
n’est pas conservée chez N. benthamiana. Cependant, il est impossible de conclure car les 
expériences de PCR quantitative menées ici n’ont été répétées que deux fois et méritent donc 
un dernier réplicat pour pouvoir émettre une conclusion ferme. Ce dernier réplicat n’a pas été 
















L’analyse du traductome de défense d’A. thaliana par Meteignier et al., (2017) a permis 
d’affirmer que la traduction est un processus très régulé et que sa régulation semble nécessaire 
à l’établissement d’une réponse de défense de type NB-LRR efficace. De plus, cette étude met 
en lumière de nombreux gènes dont les transcrits sont régulés spécifiquement au niveau de la 
traduction, c’est-à-dire possédant une efficacité de traduction découplée de leur transcription. 
Parmi ces gènes, on compte des candidats connus pour être impliqués dans la résistance aux 
chocs abiotiques et dans la résistance aux stress biotiques. Cependant, plusieurs d’entre eux 
n’ont encore jamais été impliqués dans quelconque mécanisme de résistance végétale, voire 
même n’ont encore jamais été caractérisés jusqu’à maintenant.  
 
Les gènes candidats identifiés dans cette étude (Tableau 1) sont donc régulés strictement au 
niveau de la traduction et cette régulation est alors nécessaire à la réponse de défense induite 
par RPM1 (Meteignier et al., 2017). L’impact de ces candidats en tant que tels sur la résistance 
de type NB-LRR, n’a pas encore été investigué. Dans cette optique, des plants mutants (T-
DNA) pour ces gènes candidats d’A. thaliana ont été confrontés à l’infection par la bactérie 
Pseudomonas syringae DC3000 pv. tomato, l’oomycète Hyaloperonospora arabidopsidis et 
le virus Plantago asiatica mosaic virus. Ainsi leur niveau de résistance ou susceptibilité à 
chaque agent phytopathogène peut être mesuré, cette mesure reflète alors l’importance de 
chaque candidat testé dans la résistance végétale.  
 
Le gène BIG identifié comme étant inhibé au niveau de la traduction en condition normale et 
induit en défense, semble requis à l’établissement d’une réponse de défense efficace contre Pto 
DC3000 (Figure 3.1). Ajouté à ça, BIG est aussi nécessaire à la résistance contre H. a. Noco2. 
La souche Noco2 d’H. a. étant virulente lorsque propagé sur l’écotype Col-0 d’A. thaliana, la 
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susceptibilité accentuée du plant big à Noco2 comparé à Col-0 sous-entend que BIG est non 
seulement indispensable à la réponse ETI, mais aussi à la PTI. La protéine codée par ce gène 
a une longueur d’environ 5000 acides aminés et possède des similarités avec la Cassolin de la 
drosophile (Gil et al., 2001). Elle a fait l’objet de nombreuses études et est à présent connue 
pour être requise dans le transport de l’auxine (Gil et al., 2001), et donc la croissance d’organes 
chez A. thaliana (Guo et al., 2013). En effet, deux mutants pour les allèles DOC1 (DARK 
OVEREXPRESSION OF CAB 1) et TIR3 (TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 3) chez la 
plante modèle présentent respectivement une expression altérée de gènes de régulation de la 
lumière (Ruegger et al., 1997) et un transport de l’auxine réduit dans les inflorescences (Li et 
al., 1994).  Ces deux allèles sont positionnés dans le locus BIG (Luschnig, 2001). Ces résultats 
suggèrent qu’un rôle dans le système immunitaire végétal peut être octroyé au transport de 
l’auxine. Cette observation n’est pas complètement nouvelle, en effet plusieurs phytohormones 
sont déjà connues pour être impliquées dans la réponse de défense des plantes. C’est le cas de 
l’acide salicylique, l’acide jasmonique, l’éthylène, etc (Knogge et al., 2009). Il a aussi été 
démontré que l’auxine influencerait la résistance d’A. thaliana à P. syringae. Navarro et al., 
(2006) ont montré que le miR393 inhibe la traduction de TIR1 (Transport Inhibitor Response 
1), AFB2 et AFB3 (Auxin signaling F-Box proteins 2 et 3 respectivement) après induction de 
la PTI. Cette équipe a aussi observé que le phénomène est nécessaire à la résistance contre la 
bactérie. Une autre étude a aussi renforcé le rôle antagoniste de l’auxine dans la réponse à 
l’infection. Le gène GH3.5, responsable en partie de la synthèse d’une des formes de l’auxine, 
serait manipulé lors de l’invasion avec P. syringae par la bactérie pour lever la répression de 
production de l’hormone (Zhang et al., 2007). La production d’auxine est donc néfaste aux 
systèmes de défense des plantes. AvrRpt2 par exemple, « force » la cellule végétale à produire 
plus d’auxine (Navarro et al., 2006), ou encore Ralstonia solanacearum, elle, synthétise 
directement de l’auxine durant une infection (Valls et al., 2006). La manipulation de 
production d’auxine chez les plantes semble donc être une stratégie d’infection efficace 
employée par certains phytopathogènes. Le rôle exact de la protéine BIG dans le transport 
polaire de l’auxine est encore à l’état d’hypothèse. Ce dernier pourrait être nécessaire à la 
réception de protéine transporteur d’auxine, possiblement à travers l’inhibition du mécanisme 
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d’endocytose. Cependant, l’action de BIG ne semble pas être spécifique à l’auxine et pourrait 
être associée à d’autres hormones (Kanyuka et al., 2003). Toutes ces observations supportent 
la nature pléiotropique de BIG. Même si son impact est indéniable, son rôle exact dans la 
résistance des végétaux reste encore à être caractérisé.  
 
Parmi les gènes candidats avec un phénotype intéressant, on compte notamment, AT1G07280, 
dont la traduction est négativement régulée après activation de RPM1 (Tableau 1). Le plant 
mutant tpr n’est pas requis pour la résistance contre Pto DC3000 AvrRpm1 (Figure 3.1), mais 
présente cependant un gain de susceptibilité durant l’interaction avec le pathogène virulent H. 
a. Noco2 (Figure 3.2). Le gène AT1G07280, renommé ici TPR car il code pour une protéine 
avec un domaine Tetratricopeptide repeat-like (TIGR et GenPept databases), n’a jusqu’à 
maintenant jamais été caractérisé. Les domaines TPR sont des modules d’interaction protéine-
protéine qui facilitent les interactions spécifiques (Lamb et al., 1995). Ils sont retrouvés chez 
de nombreuses protéines, n’ayant pas forcément d’homologie fonctionnelle (Blatch et Lässle, 
1999). Ces motifs répétés de 34 aa peuvent posséder différents nombres de répétitions en 
tandem, soit de 3 à 16 (Blatch et Lässle, 1999). Le cas de TPR dans cette étude est particulier : 
selon les données du traductome, il est réprimé après induction de RPM1, ce qui suggère à 
première vue que ce gène est un régulateur négatif de la résistance. Mais le mutant tpr, lui, 
arbore un phénotype de susceptibilité lorsque confronté à H. a. Noco2. Il est difficile de 
conclure quant au rôle de TPR dans la réponse de défense, étant donné le manque d’information 
sur la protéine encodée par le gène. Cependant, il est possible d’émettre des hypothèses 
pouvant expliquer le comportement du mutant. (1) TPR pourrait être requis exclusivement pour 
la réponse de défense basale des plantes et serait néfaste à la seconde couche de défense 
enclenchée par les NB-LRR. C’est le cas de ARP6, composant du complexe de remodelage de 
la chromatine SWR1 et de HTA9 et HTA11 codant pour le variant d’histone H2A.Z. Les 
mutants d’A. thaliana arp6 et hta9hat11 présentent une activation accrue des MAPK par flg22 
et une inhibition de HR et de résistance de type ETI (Cheng et al., 2013). Ces deux mutants 
sont phénotypiquement similaires à des plants exposés à haute température. Cette observation 
pointe vers l’idée que la PTI est plus efficace à température ambiante tandis que la ETI l’est à 
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température plus élevée. tpr ne présente pas le dit phénotype, mais puisqu’encore très peu 
d’informations sont disponibles sur le gène, cette hypothèse reste plausible. (2) TPR ferait 
partie d’une boucle de rétro-inhibition, ce qui expliquerait le phénotype de tpr face à H. a. 
malgré la répression de la traduction de son transcrit. Cette hypothèse a déjà été émise pour 
d’autres protéines et facteurs de transcription, dont la rétro-inhibition permettrait de restreindre 
la durée et l’amplitude de la réponse immunitaire des plantes, cette dernière étant énergivore 
(Campos et al., 2014; Eulgem et Imre, 2007; D. Lu et al., 2011). (3) TPR pourrait être 
nécessaire seulement à la résistance contre H. a. Noco 2. Cet oomycète est un biotrophe 
obligatoire, c’est-à-dire que la colonisation de son hôte est nécessaire à sa survie (Asai et al., 
2015). Ce cycle de vie particulier implique des méthodes d’infection différentes. À l’instar de 
Pto DC3000 qui disposent d’effecteurs robustes, H. a., lui, a tendance à produire des effecteurs 
à plus faible impact, mais en exprime en plus grand nombre dans le but de maintenir son hôte 
en vie, tout en inhibant sa réponse de défense (Coates et Beynon, 2010). Il est possible que 
TPR soit impliqué dans un processus de résistance spécifique à H. a. de manière encore 
inconnue. La caractérisation de la protéine par spectrométrie de masse par exemple et 
l’identification de possible interactant de TPR, aiderait grandement à une meilleure 
compréhension quant au rôle de TPR dans les systèmes de défenses d’A. thaliana. La 
quantification de l’activation de la PTI et/ou de la ETI sur une lignée transgénique qui 
surexprime TPR en comparaison avec la lignée KO de ce même gène serait une première 
approche intéressante pour tester ces hypothèses.  
 
lea lui aussi présente le même patron de susceptibilité et résistance que tpr à H. a. Noco2 et 
Pto DC3000, respectivement (Figures 3.1 et 3.2). Le gène AT4G21020 renommé ici LEA code 
pour une protéine de la famille des Late Embryogenesis Abundant (LEA) proteins. Le génome 
d’A. thaliana possède jusqu’à 51 gènes codant pour des protéines de cette famille 
(Hundertmark et Hincha, 2008). Les principaux attraits caractérisant cette famille sont; une 
séquence de faible complexité, la présence de motifs répétés, des protéines hautement 
hydrophiles, solubles à haute température et n’adoptant pas de structure définie (Wise et 
Tunnacliffe, 2004). Ces protéines, de par leur patron d’expression et leur haute hydrophilicité, 
 81 
 
ont été associées aux mécanismes de résistance à la dessiccation, mais aussi à la tolérance au 
changement osmotique, et au stress salin (Cuming, 1999; Y. Liu et Zheng, 2005). L’adaptation 
à la dessiccation est un processus médié par l’acide abscissique qui semble en plus contrôler la 
synthèse des protéines LEA (Delseny et al., 2001; Parcy et al., 1994; Shen et al., 1996). Les 
protéines LEA sont donc impliquées dans divers processus de résistances, mais leurs fonctions 
précises restent encore élusives. Malgré leur structure et leur localisation précoce communes 
elles semblent avoir des propriétés fonctionnelles différentes (Alsheikh et al., 2003; Irar et al.,  
2006; Reyes et al., 2005; Thomashow et al., 1998). Très peu d’informations sont disponibles 
sur la protéine codée par AT4G21020; on sait que sa localisation subcellulaire prédite est au 
niveau des mitochondries, et qu’elle est exprimée dans les graines (Bies-Ethève et al., 2008). 
De plus, elle semble être exprimée après induction à l’acide abscissique (Bies-Ethève et al., 
2008). Le manque d’informations sur cette protéine nous oblige à spéculer. Ainsi, dans la 
même optique que TPR, le patron de susceptibilité de lea pourrait être dû au rôle spécifique de 
LEA dans la résistance à H. a. Noco2, ou simplement au mécanisme de défense basale. Il est 
aussi important de noter que le processus d’infection à H. a. nécessite un traitement au froid. 
Ce traitement introduit la possibilité que LEA exerce une fonction dans la résistance au froid, 
les protéines LEA en général étant impliquées dans la résistance au stress abiotique. Malgré 
tout, la caractérisation spécifique de la protéine codée par AT4G21020 est essentielle à 
l’affirmation ou l’infirmation de ces dernières hypothèses.  
 
Le transcrit du gène RRTF1 (REDOX RESPONSIVE TRANSCRIPTION FACTOR1), lui, 
exhibe une efficacité de traduction presque nulle en condition contrôle et positive en défense. 
En d’autres mots, la traduction de ce transcrit est induite en condition de défense (Tableau 1). 
Les résultats obtenus lors des diverses infections indiquent que RRTF1 est requis pour 
l’établissement de la résistance induite par RPM1. Contrairement à LEA et TPR, RRTF1 a fait 
l’objet de plusieurs études qui ont permis de lier le rôle de RRTF1 à la résistance d’A. thaliana. 
RRTF1 est un composant de la voie de signalisation rédox incluant notamment WRKY33 
(Khandelwal et al., 2008), son expression est rapidement induite par diverses espèces réactives 
à l’oxygène (ROS) et par des signaux biotiques et abiotiques générant des ROS. Matsuo et al., 
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(2015) ont démontré que la surexpression de RRTF1 entraine l’accumulation de ROS dans les 
racines et pousses, en plus d’accentuer la sensibilité de la plante à Alternaria brassicae. La 
surexpression constitutive et à long terme de RRTF1 dans tous les tissus de la plante 
l’affaiblisse, la rendant alors susceptible aux stress biotique et abiotique (Matsuo et al., 2015). 
La protéine RRTF1 permettrait alors d’induire l’expression de ROS en cas d’infection, d’où la 
nécessité d’induire la traduction de son transcrit après détection d’un NB-LRR. Mais, sa 
surexpression est nocive pour les plants puisque l’accumulation de ROS est elle-même nocive 
pour les végétaux. En plus de confirmer le rôle important de RRTF1 dans la résistance des 
végétaux, cette présente étude a permis d’élargir sa fonction à la réponse de type NB-LRR. 
Cependant, il aurait été intéressant de tester la susceptibilité du mutant rrtf1 à H. a. Noco2, 
mais ce dernier possédait un taux de germination très faible, ce qui a limité les essais 
d’infections à Pto DC3000.  
 
CTP:phosphorylcholine cytidylyltransferase2 ou CCT2 code pour une protéine responsable de 
la biosynthèse de phosphatidylcholine (PC) (Craddock et al., 2015; Inatsugi et al., 2009; 
Inatsugi et al., 2002; Liao et al., 2014). En plus d’être retrouvée dans la membrane plasmique, 
la PC est aussi un composant de la plupart des compartiments cellulaires, excepté les plastes. 
Elle sert aussi de précurseur métabolique à de nombreux glycérolipides constituant des 
membranes plastidiques  (Ohlrogge et Browse, 1995). Dans l’étude de Meteignier et al., 
(2017), la traduction du transcrit de CCT2 est induite en condition de défense (Tableau 1). Les 
résultats obtenus suite aux diverses infections pointent vers la conclusion que CCT2 est 
nécessaire à la résistance d’A. thaliana aussi bien au niveau basal, que de type NB-LRR. En 
effet, le mutant cct2 exhibe une susceptibilité accrue aussi bien à H. a. Noco2 qu’à Pto DC3000 
(Figures 3.1 et 3.2). A. thaliana possède deux isoformes de CCT, CCT1 et CCT2, dont 
l’expression est influencée par l’abaissement de la température (Inatsugi et al., 2002). La 
membrane cellulaire est connue pour s’étendre à basse température. La phosphatidylcholine 
(PC) étant nécessaire à cette expansion, CCT2 et CCT1 sont donc induits lors d’un stress au 
froid (Inatsugi et al., 2002, 2009). Cependant, le rôle de CCT2 dans la résistance d’A. thaliana 
n’a encore jamais été élucidé. Il est connu que la manipulation de la membrane plasmique est 
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une méthode utilisée par différents phytopathogènes pour assurer leur propagation. La 
formation de l’haustorium par des oomycètes et autres champignons par exemple, entraine 
l’expansion de la membrane plasmique, ou encore les symbiosomes de bactéries sous forme 
de nodules dont la formation et le maintien nécessitent un grand réarrangement de la 
membrane. L’inverse est aussi vrai, la manipulation de la membrane plasmique est aussi un 
procédé utilisé par l’hôte pour échapper à l’invasion microbienne. Par exemple, la formation 
de vésicules permet la sécrétion de protéines de résistance ou d’agents antimicrobiens à 
l’interface entre l’hôte et le pathogène (décrit dans Leborgne-Castel et Bouhidel, 2014). Il est 
possible qu’à travers la biosynthèse de PC, CCT2 permette la formation de vésicules pour le 
transport de protéines de résistance. Toutefois, il n’est pas impossible que la fonction de CCT2 
dans la défense ne soit pas liée à son rôle dans la production de membrane. En effet, Inatsugi 
et al., (2009) a montré que chez un mutant cct2, la synthèse de PC est comblé par 
CCT1(AT2G32260), or ce dernier ne semble pas être régulé au niveau de la traduction en 
condition de défense. Cette observation suggère que CCT2 possède une activité propre, n’ayant 
pas de lien avec la production de PC. Une étude plus approfondie de l’activité de CCT2 dans 
un contexte de défense est nécessaire à la compréhension du rôle de cette protéine dans les 
divers mécanismes de défense des plantes.  
 
En plus d’identifier des régulateurs positifs de résistance des plantes, ce projet a permis de 
mettre en lumière des régulateurs négatifs de la réponse de défense d’A. thaliana. C’est le cas 
de CIPK5 et TOR, tous deux ont un niveau de traduction réprimé en condition de défense. 
Ajouté à ça, les données d’infections indiquent un gain de résistance chez les mutants cipk5 et 
TOR RNAi, ce qui valide l’effet néfaste de ces deux candidats sur la résistance. TOR est une 
protéine extensivement étudiée. La voie TOR permet d’orienter le métabolisme, en fonction 
des conditions environnementales, vers l’anabolisme ou le catabolisme et ce, à travers la 
régulation post-transcriptionnelle (Dobrenel et al., 2016; Ren et al., 2011). En effet, dans les 
cellules animales, TOR est connue pour influencer la traduction notamment à travers la 
phosphorylation de S6K, qui in fine stimule la traduction des 4E-BP qui, au contraire, se 
conclut par l’inhibition de la traduction (Holz et al., 2005; Pause et al., 1994). Malgré les 
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nombreuses études, la voie TOR est encore peu connue chez les végétaux, de même que son 
rôle dans leurs mécanismes de défense. Quant à CIPK5 (CBL-interacting protein kinase 5), 
cette protéine fait partie de la famille des SNF1-related kinases. Cette famille de protéines 
comprend notamment SnRK1, qui ressemble de près à SNF1 et aux AMPkinases capables 
d’inhiber TOR. Elle comprend les sous-groupes SnRK2 et SnRK3 qui sont impliquées dans la 
résistance aux stress abiotiques (Crozet et al., 2014). Même si l’activité de CIPK5 dans la 
résistance des plantes n’a jamais été caractérisée, il est juste de penser que son rôle peut être 
lié à la régulation négative qu’elle pourrait avoir sur TOR. Le rôle de TOR et des CIPK dans 
la défense d’A. thaliana est investigué avec plus de précision par Mathias Cohen, étudiant au 
laboratoire.  
 
Plusieurs nouveaux acteurs des réponses de défenses de type PTI et ETI, ont été identifiés de 
par leur efficacité de traduction. Parmi ces candidats, certains possèdent un impact important 
sur la résistance d’A. thaliana, comme l’ont démontré les nombreux résultats d’infections aux 
trois agents phytopathogènes. En effet, la mutation de gènes tels que BIG, CCT2 ou RRTF1 a 
suffi pour compromettre le mécanisme immunitaire de la plante modèle. Cependant, de 
nombreux gènes identifiés comme étant régulés au niveau de la traduction n’ont démontré 
aucun effet sur la résistance de l’hôte lorsque mutés. C’est le cas de TZF1 (AT2G25900), dont 
le transcrit est réprimé en condition de défense, ou encore de TCTP (AT3G16640) dont le 
transcrit est réprimé en condition témoin, mais non en condition de défense. C’est aussi le cas 
de OPS (AT3G09070) qui, lui, est induit au niveau de la traduction en condition de défense 
(Meteignier et al., 2017). Tous ces gènes ont certainement un impact sur les mécanismes de 
résistances d’A. thaliana, puisque leur traduction est régulée lors de l’activation de RPM1. 
Mais cet impact n’est peut-être pas suffisant pour compromettre les voies de défenses de la 
plante modèle lorsque ces gènes sont individuellement mutés. Même si les essais d’infections 
n’ont pas permis de valider la fonction de ces gènes, il n’est pas impossible que ces candidats 




Les régions transcrites, mais non traduites sont ciblées par de nombreuses voies de régulation 
de la traduction (Abler et Green, 1996; Gallie, 1991; Munroe et Jacobson, 1990). Des analyses 
bioinformatiques menées par Munusamy et al., (2017) sur les données obtenues à la suite du 
TRAPseq et RNAseq de Meteignier et al., (2017), ont identifié de nombreux motifs conservés 
et sites de liaison aux microARN dans les UTR de gènes régulés au niveau de la traduction. À 
partir des données du traductome, les auteurs définissent un gène régulé au niveau de la 
traduction comme étant un gène avec un niveau d’abondance différent dans le groupe d’analyse 
transcriptomique et traductomique. Selon leurs résultats, 19% des candidats régulés au niveau 
de la traduction possèdent un ou plusieurs uORF dans leur région 5’UTR. En plus des uORF, 
les auteurs ont aussi identifié jusqu’à 30 sites de liaison aux miRNA chez les candidats toutes 
conditions confondues. L’équipe du Pr Stromvik a donc bien démontré que les régions 5’ et 3’ 
UTR des gènes candidats sont riches en sites de régulation, et pourraient donc être ciblées par 
une variété de voies de régulation possiblement propres aux systèmes de défense. Cependant, 
beaucoup de ces données restent à l’état de prédictions et méritent d’être confirmées 
expérimentalement. C’est pourquoi, le second volet de ce projet avait pour stratégie le clonage 
des régions transcrites, mais non traduites en 5’ et en 3’ de certains gènes candidats. L’insertion 
de ces régions était prévue dans un vecteur qui permet la quantification de l’expression de la 
luciférase. 
 
Les gènes candidats sélectionnés pour ce volet furent CIPK5, TOR, LCR67, LEA, BIG et HBI1. 
Cependant, seulement les UTR en 5’ de CIPK5 et TOR ont été clonées avec succès (Figure 3.8 
et 3.9). La région 5’UTR de CIPK5 semble avoir un effet significatif sur la traduction du gène 
en aval. En effet, l’expression de la luciférase est plus élevée en présence de l’UTR de CIPK5 
aussi bien en condition normale, qu’après l’activation de RPM1 (Figure 3.11). Il est intéressant 
de noter que le 5’UTR de CIPK5 comporte un uORF d’environ 96 pb, il y a donc une grande 
probabilité qu’il influence la traduction du mORF (Munusamy et al., 2017, Supplementary 
Tables; Mignone et al., 2002). En effet, l’uORF de CIPK5 se situe dans un cadre favorable à 
l’initiation de sa traduction, puisqu’il est entouré d’un consensus de Kozak (‘A/G’ -3 et ‘G’ 
+4). Ainsi, cette petite région codante en amont du codon d’initiation a de forte chance 
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d’inhiber la traduction de l’ORF principal selon un mécanisme indépendant de la réponse de 
défense. Ce dit mécanisme n’a pour l’instant pas été déterminé, mais il est possible que la 
traduction de l’uORF soit inhibée sous l’influence d’un stimulus encore inconnu, mais non lié 
à RPM1. Il est aussi possible que d’autres motifs de cette région 5’UTR soit à l’origine de 
l’expression accrue du rapporteur en amont ; la présence d’un consensus de Kozak par 
exemple, qui est absent dans le vecteur non cloné. Dans tous les cas, l’effet observé n’est pas 
celui attendu, puisque selon l’étude du traductome, CIPK5 est inhibé en condition de défense. 
Il serait intéressant de poursuivre les essais d’expression de la luciférase avec la région 3’UTR 
de ce même gène pour déterminer si cette dernière est responsable de la répression de sa 
traduction. De plus, il n’est pas impossible que les deux régions agissent en synergie pour 
induire le patron de répression observé par Meteignier et al., (2017). Ces suggestions sont aussi 
valables pour TOR dont la région 5’UTR n’exhibe pas d’effet significatif sur l’expression du 
rapporteur, mais dont la traduction est inhibée après activation d’une NB-LRR (Figure 3.11). 
Comme mentionné plus tôt, malgré de nombreuses tentatives, le clonage des UTR de LCR67, 
LEA, BIG et HBI1 n’a jamais réussi. Ces gènes restent quand même des candidats intéressants 
de par leur impact sur la résistance d’A. thaliana contre divers agents pathogènes, ou de par la 
différence d’efficacité de traduction qu’ils arborent entre les deux conditions. La poursuite de 
ces expériences permettrait la caractérisation d’un ou des mécanismes de régulation de la 








Jusqu’à présent, le traductome d’A. thaliana était encore très peu étudié. On sait maintenant 
que la traduction est fortement affectée lors d’une interaction incompatible avec un agent 
pathogène. En effet, l’étude menée par Meteignier et al., (2017) a démontré que la traduction 
de nombreux gènes est soit réprimée soit induite suite à l’activation de la ETI.  
Les nombreuses analyses conduites dans ce projet ont permis d’écarter les régions 5’UTR de 
CIPK5 et TOR comme étant responsables de la régulation de la traduction des gènes en aval. 
Cependant, il n’est pas impossible que les régions UTR d’autres gènes candidats soit ciblées 
par un mécanisme de régulation post-transcriptionnelle, les gènes candidats identifiés étant 
riches en motifs conservés d’après Munusamy et al., (2017). Dans le futur, il serait intéressant 
d’investiguer l’impact de ces régions sur la traduction des gènes candidats.  
De plus, même s’il est impossible d’émettre une conclusion ferme sur la conservation du 
processus de régulation de la traduction en réponse à l’activation d’une protéine NB-LRR chez 
N. benthamiana, les résultats préliminaires obtenus suggèrent que ce phénomène n’est pas 
conservé à travers les espèces.  
En conclusion, plusieurs de ces gènes candidats identifiés ont un effet considérable dans la 
réponse de défense aussi bien basale que de type NB-LRR d’A. thaliana. C’est ainsi que des 
régulateurs positifs de l’immunité végétale ont été découverts, tels que BIG, CCT2 et RRTF1 
de même que des régulateurs négatifs comme TOR et CIPK5. Cependant, certains des 
candidats arborant une efficacité de traduction très affectée, ne semblent pas avoir d’impact 
significatif sur la résistance de la plante. Il est possible que la fonction de ces gènes ait un effet 
sur la défense, mais que la mutation individuelle de ces derniers ne soit pas suffisante pour 
compromettre les voies de défenses de la plante. La caractérisation complète des gènes 
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